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ACR American College of Rheumatology 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
AE Energía de afinidad  
 
Affinity energy 
AMP Péptido antimicrobiano 
 
Antimicrobial peptide 
ARN Ácido ribonucleico 
ASAS Assessment of Spondyloarthritis International Society 
Bmáx Número máximo de sitios de unión 
 
Maximum number of binding sites 
BSA Albúmina de suero bovino 
 
Bovine serum albumin 
C Grado Celsius 
C/EBP CCAAT/enhancer-binding protein 
CCL Ligando de quimioquina (motivo C-C) 
 
Chemokine (C-C motif) ligand 
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CMV Citomegalovirus 
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CV Coeficiente de variación 
CXCL Ligando de quimioquina (motivo C-X-C) 
 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 
Da Dalton 
DAS Disease Activity Score 
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DNA-encoded libraries 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMR Redistribución dinámica de masa 
 
Dynamic mass redistribution 
DMSO Dimetilsulfóxido 
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DS Desviación estándar 
ECD  Dominio extracelular 
 
Extracellular domain 
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EEM Error estándar de la media 
EMA European Medicines Agency 
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Extracellular signal-regulated kinase 
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FBS Suero fetal bovino 
 
Fetal bovine serum 
Fc Fragmento cristalizable 
FDA Food and Drug Administration 
g Unidad relativa de medida de la aceleración igual a la aceleración de la gravedad 
G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos 
 
Granulocyte-colony stimulating factor 
GM-CSF  Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
 
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
HDX-MS Espectrometría de masas de intercambio hidrógeno-deuterio 
 
Hydrogen-deuterium exchange mass spectroscopy 
HEK 293 Células embrionarias de riñón humano  
 
Human embrionic kidney cells 
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HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinaetansulfónico  
HPR Peroxidasa de rábano 
 
Horseradish peroxidase 
HTS Cribado de alto rendimiento 
 
High throughput screening 
IC50 Concentración inhibitoria 50 
Ig Inmunoglobulina 
IL Interleuquina 
IL-17R Receptor de la interlequina 17 
ILC Célula linfoide innata 
 
Innate lymphoid cell 
INF-γ Interferón-gamma 
IκBα Inhibidor del factor nucleor potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, alfa 
 
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, alpha 
JNK Quinasa c-Jun N-terminal 
 
c-Jun N-terminal kinase 
KD Constante de disociación en el equilibrio 
LB Luria-Bertani  
M Molaridad 
MAPK Proteína quinasas activadas por mitógenos 
 
Mitogen-activated protein kinase 
MFI Mediana de la intensidad de fluorescencia 
 
Median Fluorescence Intensity 
MGB Minor Groove Binder 
MMP Metaloproteinasas de la matriz 
 
Matrix metalloproteinases 
NF-κΒ Factor nucleor potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 
 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NK Célula natural killer 
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NMR Resonancia magnética nuclear 
 
Nuclear magnetic resonance 
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 
 
Polyacrylamide gel electrophoresis 
PASI Psoriasis Area and Severity Index 
PBD Protein Data Bank 
PBS Tampón fosfato salino 
 
Phosphate-buffered saline 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
 






PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonio 
RIPA Ensayo de radioinmunoprecipitación 
 
Radioinmunoprecipitation assay 
RORγ Receptor huérfano gamma relacionado con RAR (receptor de ácido retinoico)  
 
RAR-related orphan receptor gamma 
ROX Rodamina X 
RU Unidades de respuesta 
 
Response units 
SOC Caldo superóptimo con represión por catabolito 
 
Super optimal broth with catabolite repression 
SAPE Estreptavidina conjugada con ficoeritrina 
 
Streptavidin r-phycoerythrin conjugate 
SAR Relación estructura-actividad 
 
Structure-activity relationship 
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SNPs Polimorfismos de un solo nucleótido 
 
Single-nucleotide polymorphism 
SPR Resonancia de plasmones superficiales 
 
Surface plasmon resonance 
STAT Transductor de señal y activador de transcripción 
 
Signal transducer and activator of transcription 
Sulfo-
NHS  N-hidroxisulfosuccinidima 
TBS Suero tamponado con Tris 
 
Tris-buffered saline  
Tc Linfocitos T citotóxicos 
TCR Receptor de células T 
 
T-cell receptor  
TGF-β  Factor de crecimiento transformante beta 
 
Transforming growth factor beta 
Th Linfocitos T cooperadores 
 
T helper cells 
TLR Receptor tipo Toll 
 
Toll-like receptor 
TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 
 
Tumor necrosis factor alpha  
TRAF Factores asociados al receptor de TNF 
 
TNF receptor associated factors 
UDG Uracil ADN glucosilasa 











































La interleuquina 17 (IL-17) es una citoquina proinflamatoria que 
desempeña un papel central en la defensa contra patógenos 
extracelulares. En los últimos años se han desarrollado 
medicamentos dirigidos a esta citoquina debido a que su producción 
crónica y excesiva se relaciona con distintas enfermedades 
autoinmunes. La eficacia clínica de los anticuerpos terapéuticos que 
neutralizan IL-17A, IL-17F o el receptor IL-17RA en pacientes con 
psoriasis ha validado a estas proteínas como dianas farmacológicas. 
Sin embargo, el uso de medicamentos biológicos tiene algunas 
limitaciones entre las que se encuentran su elevado coste, así como 
la necesidad de utilizar una vía de administración parenteral.  
Por ello, es necesario desarrollar nuevos métodos que permitan 
descubrir ligandos de bajo peso molecular que bloqueen la 
interacción entre IL-17A e IL-17RA y, por lo tanto, la señalización 
proinflamatoria que deriva de este complejo proteico. 
En esta tesis doctoral se han combinado ensayos in silico, 
biofísicos y celulares con el objetivo de encontrar nuevos ligandos 
dirigidos a la interacción entre IL-17A e IL-17RA. En primer lugar, se 
llevó a cabo un cribado virtual para obtener una quimioteca 
focalizada de 67 compuestos. Posteriormente, se desarrolló un 
ensayo biofísico de unión basado en la tecnología de redistribución 
dinámica de masas que permitió priorizar los ligandos identificados 
en cuanto a su unión al dominio extracelular del receptor IL-17RA. 
Así, dos moléculas (CBG040591 y CBG060392) con estructuras 
químicas de quinazolinona y pirrolidinadiona se confirmaron como 
ligandos con afinidad micromolar, lo cual se demostró mediante un 
ensayo de resonancia de plasmones superficiales. Ambas moléculas 
alteraron la interacción entre IL-17A e IL-17RA siguiendo el modelo 
de interacción ligando-proteína de nuestros estudios realizados in 
silico. 
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La eficacia antiinflamatoria de ambos ligandos como inhibidores 
de la liberación de quimioquinas inflamatorias desencadenada por 
IL-17A se evaluó en un modelo de células tumorales de colon, así 
como en uno de queratinocitos humanos. Ambos ligandos inhibieron 
la liberación de CXCL1 en células de colon, y de CCL20 e IL-8 en 
queratinocitos, con unas concentraciones inhibitorias 50 en el rango 
micromolar. Además, CBG060392 redujo significativamente la 
expresión de CCL20 y CXCL8 inducida por IL-17A en los 
queratinocitos. 
Una vez demostrada su eficacia en la inhibición de liberación de 
quimioquinas, se estudió la capacidad de los ligandos CBG040591 y 
CBG060392 para inhibir la señalización intracelular del receptor de 
IL-17A en queratinocitos humanos. CBG060392 bloqueó 
parcialmente la cascada canónica de señalización de NF-κΒ, mientras 
que ambos compuestos mostraron una reducción de la expresión de 
C/EBPβ. Asimismo, CBG060392 inhibió significativamente la 
señalización postranscripcional de IL-17RA a nivel de Regnasa-1. 
Por lo tanto, se han identificado dos nuevos ligandos de bajo 
peso molecular dirigidos a la interacción entre IL-17A e IL-17RA con 
un efecto inhibidor robusto sobre la liberación de quimioquinas 
inflamatorias y sobre la cascada proinflamatoria desdencadenada por 
la unión de IL-17A a su receptor. De esta manera, estos nuevos 
ligandos podrían ser moduladores de la respuesta inmunitaria 
mediada por IL-17 que se encuentra alterada en patologías 








Interleukin 17 (IL-17) is a proinflammatory cytokine that plays a 
central role in the defence against extracellular pathogens. Recently, 
drugs targeting IL-17 have been developed because its chronic and 
excessive production is related to several autoimmune diseases. 
Clinical efficacy of therapeutic antibodies that neutralize IL-17A, 
IL-17F or IL-17RA in patients with psoriasis has led to their 
validation as pharmacological targets. However, there are still 
limitations in the use of biological drugs, including their high cost, as 
well as the use of a parenteral route of administration. 
Thus, it is necessary to develop new methods that allow the 
discovery of small-molecule ligands that block the interaction 
between IL-17A and IL-17RA and, therefore, the signalling of this 
proinflammatory pathway. 
In this doctoral thesis, we combined in silico, biophysical and 
cell-based assays with the aim of finding new ligands that target the 
interaction between IL-17A and IL-17RA. First, we performed a 
virtual screening in order to obtain a 67-compound focused library. 
Subsequently, a biophysical binding assay based on dynamic mass 
redistribution technology was developed to prioritize these ligands 
in terms of their binding to the extracellular domain of receptor IL-
17RA. Thus, two molecules (CBG040591 and CBG060392) with 
quinazolinone and pyrrolidinedione chemical scaffolds were 
confirmed as ligands with micromolar affinity, which was further 
demonstrated by means of a surface plasmon resonance assay. Both 
molecules disrupted the protein-protein interaction between IL-17A 
and IL-17RA following the ligand-protein model of interaction of our 
in silico studies. 
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The anti-inflammatory efficacy of both ligands as inhibitors of 
inflammatory chemokine release mediated by IL-17A was evaluated 
in a colon cancer cell model as well as in one of human keratinocytes. 
Both ligands inhibited the release of CXCL1 in colon cells, and of 
CCL20 and IL-8 in keratinocytes, with half maximal inhibitory 
concentration in the micromolar range. Furthermore, CBG060392 
significantly reduced CCL20 and CXCL8 expression induced by 
IL-17A in keratinocytes. 
Once the efficacy for the inhibition of chemokine release was 
demonstrated, the ability of CBG040591 and CBG060392 ligands to 
block the intracellular signalling of IL-17A receptor in human 
keratinocytes was studied. CBG060392 partially blocked the 
canonical NF-κΒ cascade, while both compounds showed reduced 
C/EBPβ expression. Likewise, CBG060392 significantly inhibited the 
post-transcriptional signalling of IL-17RA at Regnase-1. 
Thus, we identified two new small molecules targeting the 
interaction between IL-17A and IL-17RA with a robust inhibitory 
effect on the release of inflammatory chemokines and also on the 
proinflammatory cascade triggered by IL-17A. In this regard, these 
novel ligands could be modulators of the immune response mediated 
by IL-17, which is altered in inflammatory pathologies with an 






































 FISIOPATOLOGÍA DE LAS CITOQUINAS. LA 1.
INTERLEUQUINA 17 
 
 Las citoquinas participan en la regulación el sistema 1.1.
inmunitario 
Las citoquinas son proteínas pequeñas que regulan y coordinan 
la homeostasis y las respuestas del sistema inmunitario. Como en 
otros ejemplos de evolución biológica, es frecuente que las 
citoquinas sean redundantes, es decir, que compartan funciones. 
También es común que una misma citoquina sea secretada por 
distintos tipos celulares y actúe sobre diversas clases de células (1). 
Pese a que son moduladores clave de la respuesta inflamatoria y 
tienen una función importante en la respuesta inmunitaria contra 
patógenos, su presencia excesiva o aberrante puede estar relacionada 
con la patogénesis de ciertas enfermedades del sistema inmunitario 
(2). 
La inmunidad innata está siempre presente en el organismo y 
protege al hospedador contra agentes externos sin periodo de 
latencia y sin la necesidad de haber estado expuesto previamente a 
un determinado antígeno. Las citoquinas dirigen una rápida 
respuesta innata aguda, al ser capaces de regular la función de los 
leucocitos y otras células diana no inmunitarias. Dichas células 
tienen receptores para las citoquinas innatas, que son 
principalmente del tipo Toll (TLR), una clase de receptor que 
reconoce patrones y moléculas propias de los patógenos y las 
distingue de las del hospedador (3). 
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Los leucocitos son la fuente principal de citoquinas innatas 
como IL-1, IL-6, IL-12, TNFα, CXCL8, G-CSF (factor estimulante de 
colonias de granulocitos) y GM-CSF (factor estimulante de colonias 
de granulocitos y macrófagos). Estas citoquinas activan las células 
endoteliales cercanas al lugar de origen de la respuesta inmunitaria, 
así como las células inmunitarias residentes en la zona. A través de 
estas células se producen respuestas de retroalimentación positiva, 
que consisten principalmente en la liberación quimioquinas. En el 
endotelio se produce la adhesión de las células inmunitarias, se 
incrementa la viscosidad, se enlentece el flujo sanguíneo y se 
incrementa la permeabilidad vascular. De esta manera, se acumulan 
proteínas del complemento, de fase aguda o de la coagulación. Se 
produce, asimismo, el reclutamiento y la activación de células 
innatas como células T gamma/delta (γδ), NK (natural killer), NKT 
(natural killer T cells) o células linfoides innatas (innate lymphoid cells, 
ILCs). Como resultado de estos eventos locales se produce la 
inflamación (3). 
Al mismo tiempo que se produce la inflamación local, las 
citoquinas IL-1, IL-6 y TNFα actúan de forma sistémica. Las células 
presentadoras de antígeno procesan los antígenos externos, lo cual 
permite que se inicie la respuesta inmunitaria adaptativa (3). Este 
tipo de respuesta inmunitaria se caracteriza por ser específica de 
antígeno y por ser capaz de generar memoria. Los principales 
responsables de la misma son los linfocitos T CD4+ colaboradores (T 
helper, Th), cuya diversidad de receptores y capacidad de 
diferenciación permite la mencionada especificidad (3). Existen dos 
tipos principales de respuesta inmunitaria adaptativa: la humoral, 
que desarrollan los linfocitos B coordinados por los linfocitos Th2; y 
la celular, llevada a cabo por linfocitos T CD8+ citotóxicos (Tc) y 
coordinada por los Th1 (4). 
Las células presentadoras de antígeno procesan y exhiben los 
antígenos mediante moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH) al receptor de células T (TCR). Para que 
estos linfocitos completen su activación precisan señales 
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coestimuladoras (3). Las citoquinas innatas liberadas determinan el 
subtipo de linfocito T colaborador que se activará (revisado en 
Raphael, 2014) (figura 1): 
− Th1: inducidos por la IL-12, que activa los factores de 
transcripción STAT4 y T-bet. Sus citoquinas efectoras más 
características son INF-γ, IL-2 y TNFα. Los linfocitos Th1 activan 
a los macrófagos y dirigen respuestas contra patógenos 
intracelulares, coordinando a los linfocitos T citotóxicos. 
− Th2: inducidos por la IL-4, que activa los factores de 
transcripción STAT6 y GATA3. Producen, entre otras, IL-4, IL-5 e 
IL-13. Los linfocitos Th2 coordinan la respuesta inmunitaria 
humoral y la mediada por IgE. 
− Th17: inducidos por TGF-β (factor de crecimiento transformante 
beta) e IL-6, que activan los factores de transcripción STAT3 y 
RORγt. En la proliferación y mantenimiento de los linfocitos 
Th17 es fundamental la IL-23. Secretan IL-17A, IL-17F, IL-21 e 
IL-22 y activan neutrófilos y otras células para la defensa contra 
patógenos extracelulares (4,6). 
− Linfocitos T reguladores (Treg): expresan el factor de Foxp3. Se 
caracterizan por producir IL-10 y TGF-β. Modulan la respuesta 
inmunitaria. 
− Otros subtipos de linfocitos CD4+ son los Th9, los Th22 y los 
linfocitos T auxiliares foliculares. 
 




Figura 1. Subclases de linfocitos T cooperadores (Th). Además de los linfocitos 
mostrados (Th1, Th2, Th17 y Treg) existen otros subtipos, como los Th9, Th22 y los 
linfocitos T auxiliares foliculares. Imagen realizada por la autora. 
 
Por todo ello, las citoquinas tienen un papel central en la 
respuesta inmunitaria y la inflamación, lo que hace que se 
consideren importantes dianas terapéuticas. Además, en muchas 
enfermedades son factores diagnósticos, pronósticos (marcan la 
actividad y gravedad de la misma) y terapéuticos (permiten evaluar la 
respuesta a un tratamiento dirigido). Los fármacos dirigidos a 
citoquinas pueden inmunomodularlas, favoreciendo sus efectos 
terapéuticos o atenuando sus efectos perjudiciales (3,7). 
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En general, los fármacos biológicos dirigidos a citoquinas que se 
utilizan el tratamiento de enfermedades inflamatorias autoinmunes 
tienen un efecto farmacológico neutralizante, de modo que bloquean 
parcial o totalmente la actividad de una determinada citoquina. Es el 
caso de fármacos que bloquean TNFα, IL-1, IL-6, IL-10, IL-2, 
IL-12/IL-23 o IL-17, utilizados ampliamente en patologías con 
componente inflamatorio (2,3). 
 
 La familia de la interleuquina 17 y sus receptores en 1.2.
la respuesta inmunitaria 
La interleuquina 17 (IL-17) es una citoquina proinflamatoria que 
desempeña un papel central en la defensa contra patógenos 
extracelulares, como hongos y bacterias (6). Debido a que su 
producción crónica y excesiva se relaciona con distintas 
enfermedades autoinmunes, se ha convertido en una diana 
farmacológica muy atractiva para la investigación y desarrollo de 
medicamentos (8,9). 
La IL-17 se clonó por primera vez en 1993, con el nombre de 
CTLA-8 (10). Una década más tarde se describió y clasificó un nuevo 
subtipo de linfocitos T CD4+ (en contraposición a los existentes: Th1 
y Th2), que se caracterizaba precisamente por la expresión de esta 
citoquina: los linfocitos Th17 (11,12). 
La familia de la IL-17 se compone de seis miembros: IL-17A, 
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F. La IL-17A fue la 
primera en ser descubierta y es la que mejor se ha descrito hasta el 
momento (13). Todas estas citoquinas se secretan al medio 
extracelular como homodímeros unidos por un puente disulfuro y 
tienen un peso molecular de entre 17 y 21 KDa. Existe una relación 
estructural estrecha entre todas las citoquinas de esta familia, con 
una homología especialmente marcada entre IL-17A y IL-17F, que es 
de un 50 %. De hecho, ambas interleuquinas pueden ejercer su 
función como heterodímeros (9,13,14). 
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De igual modo, el receptor de IL-17 (IL-17R) es un dímero 
constituido por dos subunidades de las cinco existentes: IL-17RA, 
IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD e IL-17RE (figura 2). Todas ellas se 
definen por la presencia de un dominio SEFIR (expresión similar a los 
genes del factor de crecimiento de fibroblastos) en la región 
citoplasmática del receptor, que es similar al dominio Toll/IL-1R de 
las familias de los receptores tipo Toll y de la IL-1 (8,9,15,16). En la 
región extracelular, todos los receptores de IL-17 poseen dos 
dominios FN (tipo fibronectina III), que median las uniones a 
ligandos y a proteínas y podrían ser dianas para el bloqueo de IL-17R 
(4,8,14). 
Así pues, la señalización de todas las citoquinas de la familia de 
IL-17 se produce a través de un receptor heterodimérico constituido 
por una cadena de IL-17RA común y otra variable, la cual determina 
su especificidad por una de estas citoquinas. Esta segunda cadena es 
IL-17RC para IL-17A e IL-17F; IL-17RB para IL-17E, que también 
puede unirse a IL-17B, aunque en este caso no está clara la presencia 
de la subunidad IL-17RA; e IL-17RE para IL-17C. El receptor de 
IL-17D no se ha definido hasta el momento (figura 2) (17–20). 
 
 
Figura 2. La familia de la interleuquina 17. Se muestran los receptores 
heterodiméricos IL-17R y los distintos miembros de la familia de citoquinas. Imagen 





Pese a que IL-17A e IL-17F comparten el receptor 
(IL-17RA/IL-17RC), IL-17RA tiene una afinidad 100 veces mayor por 
IL-17A que por IL-17F. Para el heterodímero constituido por 
IL-17A/IL-17F la afinidad de IL-17RA es intermedia, y menor para 
IL-17B, C, D y E (21,22). 
Así, se han analizado las uniones de IL-17RA a IL-17A y IL-17F 
mediante cristalografía (figura 3). Ambas citoquinas emplean los 
mismos aminoácidos en esta interacción ligando-receptor, lo que 
indica que la conformación de IL-17RA está conservada y, en 
consecuencia, apoya la hipótesis de que sea el receptor común para 
las otras citoquinas de la familia de IL-17. Los cambios 
conformacionales en IL-17 ocasionados por esta unión citoquina-
receptor tienden a desfavorecer la unión de una segunda cadena de 





Figura 3. Estructura cristalina del homodímero de la interlequina-17A humana y 
en complejo con IL-17RA. A la izquierda se encuentra el homodímero de IL-17A. A 
la derecha se representa dicho homodímero (púrpura y naranja) junto con IL-17RA, 
en verde. Estructuras 4HR9 y 4HSA extraídas de PDB (Protein Data Bank) (23). 




 Células del sistema inmunitario productoras de la 1.3.
interleuquina 17 
Aunque se considera que los linfocitos Th17 son la fuente 
principal de IL-17, existen otros tipos de células del sistema 
inmunitario adaptativo e innato que liberan esta interleuquina: 
algunos linfocitos T CD8+ (Tc17), células NK, células T γδ o células 
linfoides innatas de tipo 3 (ILC3s) (24,25) (figura 4). La secreción de 
IL-17 por parte de estas células se produce debido a la estimulación 
de las mismas por otras citoquinas proinflamatorias (como IL-1β o 
IL-23), así como por metabolitos derivados de patógenos 
extracelulares (26). Pese a que no está exento de controversia, 
también se ha propuesto que células de la serie mieloide produzcan 
IL-17A, como son los neutrófilos, macrófagos o mastocitos (21,24). 
En relación a los linfocitos Th17, su diferenciación está mediada 
por TGF-β e IL-21 o IL-6, que inducen la transcripción del receptor 
huérfano gamma relacionado con el receptor de ácido retinoico 
(RAR) γt (RORγt). La presencia de una de estas citoquinas, junto con 
IL-1β, induce la expresión del receptor de IL-23 y permite, de este 
modo, la expansión y estabilización de los linfocitos ya diferenciados 
por acción de la interleuquina 23 (4,27). Los linfocitos Th17 liberan 
otras citoquinas además de IL-17A: IL-17F, IL-22, IL-21, IL-26, 
CCL20 y GM-CSF (28). 
Tanto RORγt como STAT3 son necesarios para el desarrollo 
adecuado de los linfocitos Th17 (28). RORγt desempeña un papel 
esencial para el funcionamiento patogénico de las Th17. Así, junto 
con IL-23 hace que ambas sean dos dianas farmacológicas de interés 
para su modulación con moléculas pequeñas (en el caso de RORγt), o 
con anticuerpos neutralizantes (en el caso de IL-23) (29–31), como se 





Figura 4. Células productoras de la interleuquina 17. Linfocitos T CD4+ (Th17), 
linfocitos T CD8+ (Tc17), células NK, células T γδ y células linfoides innatas de tipo 
3 (ILC3s). Imagen realizada por la autora. 
 
 Mecanismos de señalización del receptor de IL-17A 1.4.
La cascada de señalización IL-17RA se produce en las células 
diana de la interleuquina 17. El receptor IL-17RA se encuentra 
ampliamente distribuido por todo el organismo, tanto en células 
hematopoyéticas como no hematopoyéticas (32,33). Otros receptores 
de la familia se expresan solamente en algunos tipos celulares, lo que 
explica la especificidad de algunas de las citoquinas de la familia de 
IL-17 por determinadas células (21). 
La vía de señalización IL-17/IL-17RA se inicia con el 
reclutamiento de Act1 por el dominio SEFIR del receptor (figura 5). 
Act1 es un adaptador citosólico necesario para la activación de todas 
las vías de señalización conocidas que dependen de los IL-17R (8,34). 
Act1 actúa como una ligasa E3 de ubiquitina y ubiquitina a 
TRAF6 (y otros TRAF) que, a su vez, activa las cascadas NF-κΒ y 
MAPK (proteína quinasas activadas por mitógenos), de modo que se 
ELIA ÁLVAREZ COIRADAS 
 
46 
regula la transcripción de genes inflamatorios (8,35,36). Asimismo, 
Act1 tiene una función relevante como proteína de unión a ARN 
(35,37). 
Por otro lado, TRAF6 puede activar C/EBPβ y C/EBPδ 
(CCAAT/enhancer-binding protein beta y delta), factores que median 








Figura 5. Señalización del receptor de IL-17A. La señalización de IL-17A empieza 
con la unión de esta citoquina a su receptor IL-17RA/IL-17RC. El dominio SEFIR del 
receptor recluta Act1, que activa varias cascadas. TRAF6 desencadena las de NF-κΒ 
y MAPK, así como C/EBPβ y C/EBPδ, que conducen a la transcripción de genes 
inflamatorios. TRAF2 y TRAF5 regulan el control de la estabilidad de los ARNm de 
los genes diana de IL-17. Imagen realizada por la autora. 
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 Vía de señalización de NF-κΒ 1.4.1.
Act1 actúa como una ligasa E3 de ubiquitina, que recluta y 
ubiquitina TRAF6 en la lisina-63 (y otros TRAF). De esta forma, se 
activan la TAK1 (quinasa activada de factor de crecimiento 
transformante) y el complejo inhibidor de NF-κΒ (IKK) (8,39,40) 
(figura 5). 
IKK fosforila la subunidad IκΒ (perteneciente al complejo 
NF-κΒ : IκΒ), marcándola para ser reconocida por el sistema de 
degradación del proteasoma. Esta degradación permite la liberación 
de NF-κΒ (p50 y p65), que se trasloca al núcleo e inicia la inflamación 
(8,41) (figura 5). 
Así pues, la unión de IL-17 a su receptor activa esta vía de 
señalización de NF-κΒ y, por el contrario, no lo hace a través de la vía 
no canónica de NF-κΒ (15). A pesar de ello, la vía canónica de NF-κΒ 
incrementa la expresión de IκΒζ (un factor de transcripción no 
canónico) que, a su vez, regula la expresión de muchos de los genes 
dependientes de IL-17 (8,38). 
 
 Vía de las MAPK. C/EBPβ y C/EBPδ 1.4.2.
Como se indicó anteriormente, la proteína TRAF6 
poliubiquitinada que activa TAK1 contribuye a la activación de las 
vías de las MAPK inducidas por IL-17: ERK, p38 y JNK (quinasas 
c-Jun N-terminal) (8,35) (figura 5). 
Asimismo, la expresión de los factores de transcripción C/EBPβ y 
C/EBPδ se ve incrementada por la señalización de IL-17 (35). Ambos 
son necesarios para la activación y expresión de algunos de los genes 
diana de IL-17 (42,43).  
A diferencia de la regulación de C/EBPδ, que es transcripcional, 
C/EBPβ está regulado a múltiples niveles: se activa por su 
fosforilación tras la activación de la vía de señalización ERK1/2 y 
GSK3β procedentes de la cascada de IL-17, entre otras, y está 
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regulado postranscripcionalmente a través de la fosforilación de 
residuos específicos (8,35). 
 
 Señalización postranscripcional 1.4.3.
Además de regular la transcripción de genes, IL-17 también 
controla la expresión de una serie de genes diana a nivel de la 
estabilidad de sus ARN postranscripcionales. Los ARN de moléculas 
inflamatorias suelen ser intrínsecamente inestables por lo que este 
incremento de su permanencia mediado por IL-17 permite producir 
sus proteínas efectoras más eficientemente (8,35). 
Esta regulación se produce principalmente a nivel de Act1, pero 
es independiente de TRAF6. Para ello, Ikki (IKKε) fosforila Act1, que 
recluta TRAF2 y TRAF5. Estos factores permiten estabilizar el ARN 
mediante el control de distintas proteínas de unión a ARN, como son 
HuR, Arid5a o DDX3X (8,35,38,39,44,45) (figura 5). 
 
 Mecanismos de regulación negativa 1.4.4.
Las proteínas que median acciones que facilitan la estabilización 
de ARN están reguladas por otras proteínas de unión a ARN que 
permiten su destrucción y, de este modo, paran una señalización 
inflamatoria potencialmente destructiva (38). Es el caso de la 
Regnasa-1 (también conocida como ZC3H12A) o el factor de unión 
multifuncional a proteínas de unión a ARN SF2 (35,46,47) (figura 5). 
De forma similar a la regulación postranscripcional negativa, 
existen otros mecanismos que previenen una posible sobreactivación 
de la señalización de IL-17. Así pues, TRAF3 y TRAF4 compiten con 
Act1 o TRAF6 por su unión a IL-17RA (39,48). Por otro lado, la 
proteína A20 es una desubiquitinasa que elimina la ubiquitinación de 
TRAF6 y, en consecuencia, limita su presencia en la activación de las 
cascadas de NF-κΒ y MAPK. Es interesante el hecho de que A20 
interacciona directamente con uno de los dominios inhibidores de 
IL-17RA (47). 
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 LAS FUNCIONES BIOLÓGICAS Y PATOLÓGICAS DE LA 2.
INTERLEUQUINA 17 
 
 El papel fisiológico de IL-17. Actividad inflamatoria 2.1.
Una de las principales funciones de IL-17 consiste en inducir la 
expresión de citoquinas proinflamatorias como IL-6, G-CSF, IL-1β o 
TNF; quimioquinas como CXCL1, CXCL8 (o IL-8), CXCL9, CXCL10, 
CXCL5, CCL2, CCL7 o CCL20; metaloproteinasas de la matriz (MMPs) 
como MMP-1, -2, -3, -8, -9 o -13; o proteínas antimicrobianas 
(AMPs). Esta inducción de mediadores de la inflamación ocurre 
principalmente en células no hematopoyéticas que expresan el 
receptor IL-17RA/IL-17RC (26,38,49,50). 
En el caso de la liberación de agentes quimiotácticos (como 
CXCL8) inducida por IL-17, estos incrementan la presencia del factor 
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y producen, en 
consecuencia, la granulopoyesis y la migración de neutrófilos. Este es 
uno de los papeles fundamentales de IL-17 en la respuesta 
inflamatoria. Ocurre de forma análoga con la liberación de 
quimiotácticos para linfocitos, monocitos y células dendríticas 
(9,26,35). 
Todas estas respuestas causadas por IL-17 definen su principal 
papel fisiológico, que reside en la defensa del organismo contra 
infecciones extracelulares bacterianas (como Staphylococcus o 
Klebsiella) y fúngicas (como Candida) en las mucosas y epitelios. 
Estos incluyen, entre otros, la piel, el intestino, el pulmón o la 
cavidad oral (9,38). 
De hecho, la sobreexpresión de IL-17 en modelos animales se 
relaciona con una mejor eliminación de patógenos como Klebsiella 
pneumoniae (51). De manera similar, los niveles de esta citoquina 
también se encuentran aumentados en infecciones pulmonares 
agudas por Pseudomonas aeruginosa (52). 
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Por el contrario, su deficiencia, tanto en modelos animales como 
en humanos con alteraciones genéticas, se asocia a un incremento en 
la susceptibilidad a las infecciones por Candida albicans o por 
Staphylococcus aureus (especialmente en la piel y en la mucosa oral). 
Esto demuestra que IL-17 es indispensable para la respuesta 
inmunitaria mucocutánea contra estos microorganismos (53–57). 
La respuesta de IL-17 sobre la integridad de las barreras 
epiteliales facilita que los agentes patógenos se mantengan fuera del 
organismo, puesto que esta citoquina contribuye a que el epitelio se 
estreche. Si la barrera pierde su integridad estimula la respuesta de 
neutrófilos y macrófagos a través de la producción de citoquinas 
inflamatorias. Estas células tienen capacidad fagocítica, lo que 
permite eliminar las bacterias patógenas (26). 
Al inducir la liberación de citoquinas inflamatorias, IL-17 
contribuye a que se continúe su propia secreción y se mantengan sus 
efectos, en un ciclo de retroalimentación positiva (58). Esto lleva al 
reclutamiento y expansión de un gran número de células del sistema 
inmunitario en el lugar de infección, que refuerza la respuesta 
inflamatoria (26). 
 
 La actividad inflamatoria de IL-17: sinergias 2.2.
La capacidad de sinergia de IL-17 con otros estímulos 
inflamatorios es fundamental para su actividad ya que esta, junto con 
la de reclutamiento de células del sistema inmunitario a través de la 
liberación de quimioquinas, hacen que IL-17 sea un potente inductor 
de la inflamación. De hecho, por sí misma, la IL-17 no es una 
citoquina potente en la inducción de la actividad inflamatoria. Esto 
se hace evidente en el caso de la activación de la vía de señalización 
de NF-κΒ: IL-17 solo es un activador débil de esta vía inflamatoria, 
que es, a su vez, esencial en la cascada desencadenada por la unión 
de la citoquina a su receptor (8,26). 
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El caso más estudiado es el de su sinergia con TNFα, que se 
produce principalmente por la estabilización de los transcritos 
inducidos por TNFα por parte de IL-17 (8,9,59,60). Sin embargo, esta 
cooperación también ocurre en la activación de la familia de los 
C/EBP (61). 
Asimismo, también se producen sinergias con linfotoxina, IFN-γ, 
IL-1β o IL-22. A pesar de que los mecanismos moleculares por los 
que se producen muchas de estas actividades sinérgicas no están 
descritos en detalle, están probablemente relacionados con la 
regulación de la cascada de IL-17 a nivel transcripcional o 
postranscripcional (26,38,50,62). 
 
 La actividad de las otras citoquinas de la familia de 2.3.
IL-17: IL-17B a F. 
La IL-17F es la citoquina más similar a IL-17A y, pese a que es 
menos potente, se expresa en las mismas células y desarrolla una 
función similar en los tejidos diana (14,38). De esta manera, los 
linfocitos Th17, T γδ o ILC3s liberan IL-17F (14). Los niveles de esta 
citoquina, del mismo modo que ocurre con IL-17A (como se verá en 
el apartado 2.5.1), también se encuentran elevados en lesiones de 
psoriasis (15,63,64). De forma análoga a IL-17A, IL-17F participa en 
la protección contra infecciones fúngicas y bacterianas y en el 
mantenimiento de los sistemas defensivos y de integridad de las 
membranas mucosas (14). 
Tanto la expresión de IL-17B como IL-17D está disminuida en 
las lesiones de psoriasis (64), y sus funciones se conocen menos que 
las de otras citoquinas de la familia de IL-17. Es probable que IL-17B 
e IL-17D participen en la respuesta inflamatoria en tejidos como el 
articular. Ambas presentan una homología del 27 % entre sí (14). 
La IL-17C también se encuentra sobreexpresada en las lesiones 
de pacientes con psoriasis, de forma similar a IL-17A e IL-17F (65). 
Es secretada principalmente por células epiteliales (sobre todo del 
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intestino y de la piel), a diferencia de las demás citoquinas de la 
familia, que se producen en células del sistema inmunitario. 
Asimismo, IL-17C produce un efecto autocrino sobre las células 
epiteliales que la secretan, de forma que las protege de las 
infecciones bacterianas al inducir la expresión de genes diana 
proinflamatorios (14,38). 
La IL-17E (IL-25) es el miembro de la familia de la IL-17 menos 
homólogo con IL-17A, puesto que comparten solo el 16 % de su 
secuencia (14). Pese a ser un regulador de la respuesta inmunitaria de 
los linfocitos Th17, su papel en el sistema inmunitario se relaciona 
con el de los linfocitos Th2, que se corresponde con las alergias, los 
procesos asmáticos y la defensa contra parásitos (14,38,66). 
 
 El papel de IL-17 en las patologías relacionadas con 2.4.
el sistema inmunitario 
A pesar de la importancia de IL-17 como mediador de respuestas 
inmunitarias en la defensa contra patógenos extracelulares, una 
activación excesiva y la presencia crónica de esta citoquina en el 
organismo puede contribuir a la aparición enfermedades 
inflamatorias autoinmunes (9,21). 
 
 IL-17 en las enfermedades reumáticas autoinmunes 2.4.1.
La artritis psoriásica es una enfermedad que se caracteriza por la 
inflamación crónica de las articulaciones, y afecta al 25 % de los 
pacientes con psoriasis, aproximadamente (9). Así, además de las 
manifestaciones cutáneas, se presenta artritis periférica, dactilitis o 
uveítis. Tanto en el líquido sinovial como en la sangre periférica de 
estos pacientes se encuentran niveles elevados de linfocitos Th17 y 
Tc17 (67,68). 
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La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria crónica 
que se caracteriza por la sinovitis, la destrucción del cartílago y el 
hueso articular (9). En el líquido sinovial y en la sangre periférica de 
pacientes con artritis se han encontrado niveles elevados de IL-17A 
que se correlacionan con su estado clínico (69). 
La espondilitis anquilosante es una enfermedad autoinmune que 
afecta principalmente a las articulaciones sacro-ilíacas y vertebrales, 
en las que se forma hueso de manera ectópica (9). En la sangre 
periférica de pacientes con espondilitis anquilosante se han 
encontrado niveles elevados de IL-17 e IL-23, así como de linfocitos 
Th17 y células ILC3 (70–72). 
 
 IL-17 en la esclerosis múltiple 2.4.2.
La esclerosis múltiple es una enfermedad autoinmune crónica 
que se caracteriza por la destrucción de las vainas de mielina por 
parte de linfocitos T autorreactivos (9). Se han encontrado linfocitos 
productores de IL-17 en lesiones activas del sistema nervioso central 
de pacientes con esclerosis múltiple (73). 
 
 IL-17 en la enfermedad inflamatoria intestinal 2.4.3.
La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria 
intestinal caracterizada por la inflamación de la mucosa digestiva. El 
papel de IL-17 en esta patología no está claro, y parece ser tanto 
protector como favorecedor de la actividad inflamatoria en esta 
enfermedad (9,74,75). 
 
 IL-17 en la dermatitis atópica 2.4.4.
La dermatitis atópica es una patología que se caracteriza por la 
inflamación crónica de la piel causada por una respuesta inmunitaria 
Introducción 
55 
exagerada a antígenos ambientales. Se ha descrito que la IL-17 se 
encuentra elevada en el suero de niños con dermatitis (cuya  
prevalencia puede ser entre el 10 y el 20 %), y se correlaciona con la 
severidad de las manifestaciones clínicas (21,76). 
 
 IL-17 en el cáncer 2.4.5.
Históricamente, la respuesta inmunitaria relacionada con el 
cáncer se ha buscado en los linfocitos T CD8+. Sin embargo, la 
importancia de las células T CD4+ en la patología tumoral está 
demostrada, ya que se encuentran infiltradas en el tumor (77). Se ha 
definido la relación entre los marcadores genéticos de la presencia de 
linfocitos T CD8+ y Th1 y la progresión y supervivencia de los 
pacientes, así como el papel de estas células en la respuesta a los 
inhibidores de “checkpoints” inmunitarios, como la inmunoterapia 
anti-CTLA4 o anti-PD1 (38). 
En el caso de otra clase de linfocitos T CD4+, los Th17, el 
incremento de su infiltración en el tejido tumoral se ha relacionado 
con peores pronósticos. La interleuquina 17 se ha asociado con la 
oncología, además de por ser la principal citoquina liberada por las 
células Th17, por su importante papel en la inflamación crónica 
tisular. Se han observado niveles elevados de IL-17 en suero y tejido 
tumoral de pacientes con distintos tipos de cáncer (38,77–79). Un 
mayor conocimiento del papel de esta interleuquina en los 
mecanismos tumorales podría ofrecer nuevas oportunidades para el 
desarrollo de nuevas terapias oncológicas. 
 
 Psoriasis 2.5.
La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crónica de la piel 
que afecta entre un 2 y un 3 % de la población mundial. La 
prevalencia de esta patología depende de la edad, la localización 
geográfica y la genética de los pacientes. Así, es más común en los 
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caucásicos, y se suele desencadenar en torno a la segunda década de 
vida. Es una enfermedad asociada a un grado de morbilidad elevado, 
reduce la calidad de vida de los pacientes y genera importantes 
costes sociales y económicos en los sistemas sanitarios (80,81). 
La psoriasis se clasifica en distintos tipos dependiendo de sus 
características clínicas: 
- La psoriasis en placas (o vulgaris): es la más común, afecta 
aproximadamente al 90 % de los pacientes. Se caracteriza por la 
presencia de lesiones eritematosas bien delimitadas, con escamas 
plateadas. Normalmente afecta a las superficies extensoras del 
cuerpo, como codos y rodillas, al área lumbosacra, a la región 
umbilical o al cuero cabelludo (80,82–84). 
- Psoriasis invertida o flexora: es específica de sitio, de modo que 
se produce en las flexuras y áreas intertriginosas. Se caracteriza 
por placas y áreas eritematosas ligeramente erosivas (83–85). 
- Psoriasis seborreica: se caracteriza por la presencia de placas 
grasientas en codos, la zona pre-esternal, los pliegues 
nasolabiales y las cejas (83). 
- Psoriasis pustulosa: se caracteriza por la presencia de pústulas 
monomórficas pequeñas que se fusionan sobre la piel inflamada 
(83,84). 
- Psoriasis en gotas (guttata): se caracteriza por pápulas 
eritematosas diseminadas, que se suelen presentar en el tronco. 
Se ha observado que la infección por estreptococo beta-
hemolítico (en forma de faringitis) es un factor desencadenante 
de esta presentación clínica (82,83). 
- Psoriasis eritrodérmica: es una complicación aguda y rara pero 
grave de la psoriasis. Ocurre cuando el eritema y la inflamación 
afecta a toda la superficie del cuerpo (más del 90 % de la misma ), 
de forma que se pone en riesgo la vida del paciente (84,85). 
Aproximadamente en la mitad de los pacientes se produce 
psoriasis en las uñas, que presentan áreas amarillas o marrones bajo 
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la lámina ungueal, que se pueden engrosar y resultar en la distrofia 
absoluta de la uña (83,84). Entre el 10 y el 30 % de los pacientes con 
psoriasis desarrollan artritis psoriásica (81,86). 
La psoriasis suele presentarse en forma de brotes seguidos por 
periodos en remisión. Puede desencadenarse por causas no 
específicas, como traumatismos suaves, quemaduras solares, tabaco, 
estrés, irritantes químicos o infecciones, y algunos fármacos pueden 
exacerbar el cuadro. La fase de mantenimiento se caracteriza por la 
inflamación crónica (81,84,85). 
Las placas psoriásicas son el resultado de cambios en la 
epidermis, que está engrosada, lo que se denomina acantosis. Se 
produce hiperproliferación de queratinocitos (hiperqueratosis), 
además de su maduración prematura, que lleva a una cornificación 
incompleta y a la presencia de núcleos celulares en el estrato córneo 
(paraqueratosis) (80,84). En una epidermis sana, los queratinocitos se 
diferencian desde el estrato espinoso y granular hasta el estrato 
córneo. En este sintetizan queratinas específicas y lípidos, salen del 
ciclo celular y mueren, perdiendo el núcleo y forman, así, la barrera 
de corneocitos que sirve como sistema de defensa (81,87). 
El eritema característico de la psoriasis se debe a la angiogénesis 
que se produce en la dermis. Además, se presenta un infiltrado de 
células del sistema inmunitario tanto en la capa dérmica como en la 
epidérmica (80,84). Estos cambios clínicos y su severidad se 
cuantifican mediante el índice PASI (Psoriasis Area and Severity 
Index), que mide eritema, grosor, extensión, infiltración y 
descamación (88). 
Existen factores ambientales y genéticos que explican la 
predisposición y aparición de psoriasis en un paciente. Entre los 
genes implicados en esta patología se incluyen aquellos relacionados 
con la inflamación, la proliferación y la diferenciación de la 
epidermis (80,82). Así, existen factores de riesgo genéticos para el 
desarrollo de psoriasis que afectan a las vías de señalización 
proinflamatorias. Es el caso de variantes de la interleuquina 12B 
(IL12B) y el receptor de la interleuquina 23 (IL23R), que condicionan 
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el papel de los linfocitos Th17 en la psoriasis. Se presentan 
alteraciones en proteínas moduladoras de la cascada de señalización 
de NF-κΒ, como TNFAIP3 o TNIP1, que podrían afectar a la 
proliferación de los  queratinocitos. Asimismo, se han establecido 
asociaciones genéticas en poblaciones con polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNPs) en MHC de clase 1 (89). 
Aunque lo más característico es la afectación cutánea, la 
psoriasis es una enfermedad sistémica relacionada con desregulación 
del sistema inmunitario, como se describe en el apartado 2.5.1. De 
hecho, los pacientes con psoriasis pueden presentar comorbilidades 
importantes, entre las que se incluyen el síndrome metabólico 
(obesidad, hipertensión, diabetes, dislipemia), la depresión o el 
cáncer (80,84,85). 
 
 Patogénesis de la psoriasis. El papel de IL-17 2.5.1.
Existe una evidencia directa del papel central que desempeña la 
interleuquina 17 en la patogénesis de la psoriasis. Así, se han 
encontrado niveles elevados de IL-17 y citoquinas relacionadas con 
los linfocitos Th17 (como IL-22 e IL-23) en las lesiones de pacientes 
con psoriasis (90). En estas lesiones también se expresan IL-17F e 
IL-17C. Dichos niveles de IL-17A en la piel no se correlacionan con 
una elevación sistemática en el suero de los pacientes, a diferencia 
de los niveles de TNFα, para los que sí existe esta correlación. Se 
postula que se debe a que la producción más importante de IL-17A se 
produce de forma local en la piel (91). De la misma manera, se ha 
encontrado que los genes derivados de la actividad inflamatoria de 
IL-17 están regulados positivamente en la piel de pacientes con 
psoriasis (92). 
En relación a la patogénesis de la psoriasis, la inflamación que 
ocurre en esta se debe a una falta de regulación de la respuesta 
inmunitaria cutánea que afecta tanto al sistema inmunitario innato 
como adaptativo. Su fenotipo en la epidermis se explica por la 
Introducción 
59 
interacción de los queratinocitos con distintas células del sistema 
inmunitario (84,85) (figura 6). 
En los primeros estadios de la patología intervienen las células 
dendríticas. El origen de la activación de este tipo celular no está 
claro. Podrían estar respondiendo a un daño señalizado por los 
propios queratinocitos en forma de péptidos antimicrobianos, como 
LL37, β-defensina o S100 (85). Las células dendríticas activadas 
secretan TNFα, IL-23 e IL-12. En consecuencia, se activan los 
linfocitos Th17, Tc17 (ambos dependientes de IL-23) y Th1 
(dependiente de IL-12), que mantienen la inflamación (85,91) 
(figura 6). 
Estos linfocitos T activados proliferan y migran a la epidermis, 
donde reconocen autoantígenos, como el péptido antimicrobinao 
LL37 (72). Producen IL-17, IL-22, TNFα e IL-26, que contribuyen a la 
hiperplasia y la paraqueratosis, así como a la expresión de proteínas 
relacionadas con la psoriasis en los queratinocitos (85,93–96) 
(figura 6). 
De esta manera, los queratinocitos activados por las citoquinas 
derivadas de los linfocitos T retroalimentan la cascada inflamatoria 
liberando IL-1β, IL-6, TNFα, IL-17C, péptidos antimicrobianos (como 
S100) y quimioquinas, entre las que se encuentran CXCL1, CXCL8, 
CXCL5, CXCL3 y CCL20 (figura 6). 
De igual modo que ocurre en otros procesos inflamatorios, la 
fuente de IL-17 en la psoriasis no sólo se encuentra en los 
linfocitos 17 (Th17 y Tc17), sino en otros tipos celulares. Es el caso 
de los mastocitos, linfocitos T γδ, linfocitos T αβ e ILC3, y 
potencialmente los neutrófilos, que poseen un papel controvertido 
en la liberación de IL-17 (92,95,97). Las dianas de IL-17, además de 
los queratinocitos, son células del sistema inmunitario innato y 
células endoteliales. Estas contribuyen a la respuesta inflamatoria 
con la producción de IL-23, que retroalimenta la diferenciación, 
proliferación y activación de los linfocitos 17 (85,92). 
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Este papel central del eje IL-23-IL-17, junto con TNFα, es 
especialmente relevante en la patogénesis de la psoriasis en placas. 
Sin embargo, existen otras vías de señalización inflamatoria 
implicadas en otros fenotipos de psoriasis. Es el caso del IFNγ en la 
psoriasis en gotas o eritrodérmica; o de la IL-1 y la IL-36 en la 
psoriasis pustulosa, en la que el sistema inmunitario innato parece 
tener un papel más importante (85,92,96). 
 
 
Figura 6. Patogénesis de la psoriasis. Las células dendríticas (CD) responden a las 
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señales de los queratinocitos y secretan TNFα, IL-12 e IL-23. Así, se activan los 
linfocitos Th1 (dependiente de IL-12), Th17 y Tc17 (dependientes de IL-23), que 
producen citoquinas que contribuyen a la hiperplasia y la paraqueratosis. Los 
queratinocitos retroalimentan la cascada inflamatoria liberando péptidos 
antimicrobianos, citoquinas y quimioquinas. Imagen realizada por la autora. 
 
 TERAPIAS DIRIGIDAS A LA INTERLEQUINA 17 PARA 3.
LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES 
 
La respuesta crónica de IL-17 tiene un papel central en la 
patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes, lo cual se 
demostró con el éxito clínico del bloqueo de esta diana terapéutica 
en pacientes con psoriasis (38,98). 
Hay dos opciones principales para el diseño de un agente 
terapéutico dirigido específicamente a la vía de señalización de 
IL-17: el bloqueo de IL-17A, IL-17F o de su receptor; o el bloqueo de 
la diferenciación o función de los linfocitos Th17 mediante la 
inhibición de IL-23 o el receptor nuclear RORγt. Así, como primer 
paso en la terapia de esta vía se diseñaron anticuerpos monoclonales, 
cuya ventaja principal reside en que son específicos para la proteína 
a la que van dirigidos que, además, bloquean de forma directa (9) 
(figura 7). 
 




Figura 7. Terapias dirigidas a la vía de IL-17. Los agentes terapéuticos dirigidos 
específicamente a la vía de señalización de IL-17 pueden bloquear directamente 
IL-17A, IL-17F o su receptor; o bloquear la diferenciación y/o función de los 
linfocitos Th17 mediante la inhibición de la IL-23. Imagen realizada por la autora. 
 
 
 IL-17 como diana terapéutica 3.1.
Se han diseñado anticuerpos monoclonales específicos para 
IL-17A, IL-17F y para el receptor IL-17RA. En este último caso, su 
bloqueo permitiría interrumpir la señalización de IL-17A, IL-17F, 
IL-17C e IL-17E (IL-25) (9,38) (tabla 1). 
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− Secukinumab es un anticuerpo monoclonal humano de tipo 
IgG1κ. Se une de forma selectiva a IL-17A con una afinidad 
elevada (99). 
− Ixekizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo  
IgG4κ. De igual modo que secukinumab, se une con afinidad alta 
y neutraliza a la IL-17A (99). 
− Bimekizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo 
IgG1κ que se une y neutraliza a IL-17A e IL-17F (99). La 
inhibición de ambas citoquinas al mismo tiempo permite un 
bloqueo más eficaz que el de ambas por separado, tal y como se 
demostró in vitro, con la supresión de la producción de citoquinas 
y consecuente quimiotaxis de neutrófilos (100). 
− Brodalumab es un anticuerpo monoclonal humano de tipo IgG2κ 
que se una al receptor IL-17RA, de forma que inhibe la actividad 
de IL-17A, IL-17F, IL-17C e IL-17E (99). 
 
 IL-23 como diana terapéutica 3.2.
La interleuquina 23 es una citoquina heterodimérica, formada 
por las subunidades p19 y p40, esta última compartida con la IL-12. 
Debido a su papel en la activación y función de los linfocitos Th17 y 
Tc17, la inhibición de IL-23 con anticuerpos monoclonales permite 
bloquear la producción de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 (9) (tabla 1). 
− Ustekinumab es un anticuerpo monoclonal humano de tipo IgG1κ 
que se une con afinidad elevada a la subunidad p40 de IL-12 e 
IL-23 (99). 
− Briakinumab es un anticuerpo monoclonal humano de tipo IgG1 
que se une a la subunidad p40 de IL-12 e IL-23 (99). 
− Guselkumab es un anticuerpo monoclonal humano de tipo IgG1λ 
que se une a la subunidad p19 de IL-23 (99). 
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− Tildrakizumab es un anticuerpo monoclonal de tipo IgG1κ que se 
une a la subunidad p19 de IL-23 de forma selectiva (99). 
− Risankizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1κ 
que se une a la subunidad p19 de IL-23 de forma selectiva (99). 
− Mirikizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG4κ, 





Tabla 1. Anticuerpos monoclonales terapéuticos dirigidos a la vía de señalización 
de IL-17. 




82/79/44 % 1,2 
Ixekizumab Aprobado 
PASI 75/90/100 
84/70/49 % 3 
CJM112 Fase I/II  
BCD 085 Fase III  
IL-17RA Brodalumab Aprobado 
PASI 75/90/100 
86/76/44 % 4 
IL-17A/IL-17F 
Bimekizumab Fase II  
ALX-0761 Fase II  




89/76 % 6 
Tildrakizumab Aprobado 
PASI 75/90/100 
78/58/29 % 7 
Risankizumab Aprobado 
PASI 75/90/100 
89/73/47 % 8 
Mirikizumab Fase III  
1Richard G. Langley et al., 2014; 2Thaçi et al., 2015 
3Blauvelt, Gooderham, et al., 2017 
4M. Lebwohl et al., 2015 
5R. G. Langley et al., 2015 
6Blauvelt, Papp, et al., 2017 
7Sinclair y Thirthar Palanivelu, 2019 
8Mylle et al., 2018 
*Aprobados por la EMA para psoriasis en placas. 
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 RORγt como diana terapéutica 3.3.
RORγt es un factor de transcripción necesario para la 
diferenciación de los linfocitos Th17 y la producción de IL-17 por los 
mismos (108). También puede encontrarse en linfocitos Tc17, 
linfocitos T γδ o células ILC3. Por lo tanto, se trata de una diana 
farmacológica potencialmente útil en el tratamiento de 
enfermedades autoinmunes mediadas por la señalización de IL-17, 
que bloquearía también las interleuquinas IL-17F, IL-21 e IL-22  
(9,109). 
Se trata de un receptor nuclear que contiene cuatro dominios, 
entre los que se encuentran un dominio de unión al ADN y otro de 
unión a ligandos. En su mecanismo de activación participan  
moléculas correguladoras u otros ligandos que se unen induciendo 
un cambio conformacional que resulta en la modificación de la 
actividad de transcripción de RORγt (30,109). 
Así pues, se han buscado ligandos inhibidores de RORγt que 
bloqueen la función de los linfocitos Th17 de forma selectiva. Desde 
2016, se han descubierto y estudiado distintos inhibidores de RORγt 
y algunos de ellos han llegado a fases clínicas (30,109).  
El primer ligando de RORγt en ser descrito fue la digoxina, un 
fármaco indicado en el tratamiento de ciertas arritmias 
supraventriculares que posee una estrecha ventana terapéutica. Esta 
inhibe la actividad de RORγt y, en consecuencia, la producción de 
IL-17 por los linfocitos Th17 (110). 
SR1001 es un inhibidor de la actividad transcripcional de RORγ y 
RORα, que se ha utilizado como lead (ver definición en el apartado 
4.2) para proyectos de descubrimiento de fármacos para el 
tratamiento de enfermedades autoinmunes relacionadas con los 
linfocitos Th17 (109,111). En este sentido, SR2211 es un derivado de 
SR1001 que se une únicamente al dominio de unión a ligandos de 
RORγ sin afectar a RORα (112). 
Introducción 
67 
Otro ejemplo de ligando es TMP920, que desplaza a RORγt 
suprimiendo la diferenciación de Th17. Una vez conocida esta 
actividad, se han diseñado agonistas inversos de RORγt, como 
TMP778, que tiene una potencia y especificidad más altas (109). 
A pesar de los datos positivos en los modelos preclínicos, 
muchas de las primeras moléculas inhibidoras de RORγt no 
superaron las primeras fases de los ensayos clínicos. Las causas de 
esta interrupción no se conocen en muchos casos, pero es probable 
que se deba a su mal perfil de seguridad (inhibición de otros tipos de 
ROR o de RORγ en células no inmunitarias) o incluso a una baja 
eficacia. Sin embargo, actualmente se pueden encontrar nuevas 
moléculas en estudios clínicos hasta en fase II (30,109). 
 
 Terapias dirigidas a la vía de IL-17 en la psoriasis 3.4.
El marcador de respuesta clínica de la psoriasis más utilizado es 
el índice PASI, que cuantifica el eritema, el engrosamiento, la 
extensión y la descamación de las lesiones. En los ensayos clínicos, la 
puntuación de PASI suele presentarse como un porcentaje de 
reducción sobre el PASI basal de los pacientes (88). 
La introducción de anticuerpos monoclonales anti-TNFα en el 
tratamiento de la psoriasis supuso una completa transformación de 
la terapéutica, al disponer de nuevas herramientas de mayor eficacia 
con respecto a las anteriores, y con menos efectos adversos. 
Curiosamente, se demostró que parte de la eficacia de los 
anticuerpos anti-TNF está ligada al bloqueo indirecto de la vía de 
señalización de IL-17 (91). 
De este modo, todos los anticuerpos monoclonales aprobados 
que bloquean IL-17 o IL-23 han demostrado eficacia clínica en el 
tratamiento de la psoriasis (tabla 1). Así, se ha llegado a alcanzar un 
PASI 100 entre el 40 y el 80 % de los pacientes (38). 
Es el caso de secukinumab, que está aprobado por la EMA y la 
FDA para el tratamiento de la psoriasis en placas, de moderada a 
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grave desde 2015. Su eficacia clínica se demostró en numerosos 
ensayos clínicos, y fue el primer tratamiento en el que los pacientes 
pudieron alcanzar un PASI 100. Así, en un ensayo de fase III, el 
81,6 % de los pacientes tratados con secukinumab alcanzaron un 
PASI 75 en la semana 12 (101). Se ha visto que secukinumab tiene un 
inicio de acción terapéutica más rápido que ustekinumab y es 
superior a este medicamento biológico: en la semana 16 de un 
ensayo clínico en el que participaron pacientes que no habían sido 
tratados previamente con fármacos anti-TNFα los pacientes del 
grupo de secukinumab alcanzaron un PASI 90/100 en un 79/44,3 % 
frente al 57,6/28,4 % de los pacientes tratados con ustekinumab 
(102). 
De igual forma que secukinumab, ixekizumab está aprobado para 
el tratamiento de la psoriasis en placas moderada a grave. Con este 
anticuerpo, los pacientes tratados también pudieron alcanzar un 
PASI 100 (113). En los ensayos clínicos de eficacia a largo plazo 
(UNCOVER), se alcanzó un PASI 75 en un 83,6 % de los pacientes, un 
PASI 90 en el 70,3 % y un PASI 100 en el 48,9 % (103). 
Brodalumab ha demostrado su eficacia y seguridad en fases 
clínicas, y ha permitido alcanzar un PASI 90 a más del 75 % de los 
pacientes, así como un PASI 100 (114). En ensayos clínicos de fase III 
(AMAGINE) se comparó su eficacia con ustekinumab, y se vio que el 
PASI 75 ocurría en el 86 % de los pacientes tratados con brodalumab, 
frente al 69 % de los tratados con ustekinumab. El PASI 100 se 
alcanzó en el 44 % del grupo de brodalumab frente al 22 % del de 
ustekinumab (104). 
Recientemente, en un ensayo clínico en fase IIb para psoriasis en 
placas, se ha visto que hasta el 60 % de los pacientes tratados con 
bimekizumab durante 12 semanas alcanzaron un PASI 100 (115). 
En relación con el bloqueo de la vía de IL-17 a través de IL-23 e 
IL-12, ustekinumab (también aprobado para el tratamiento de 
psoriasis por las agencias del medicamento) posee una gran cantidad 
de datos en cuanto a su buena eficacia clínica y su perfil de 
seguridad. Además, se ha demostrado que es superior a etanercept 
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(un inhibidor de TNFα) y se ha visto que su efecto farmacológico es 
duradero (85,91). Tras un seguimiento de pacientes durante 5 años, 
el 76 % de ellos superaban un PASI 75 (105). 
Guselkumab está aprobado para la psoriasis en placas moderada 
a grave desde 2017. En ensayos clínicos en fase III mostró una 
eficacia similar a ustekinumab y adalimumab (un inhibidor de TNFα), 
de forma que el 74 % de los pacientes alcanzaron un PASI 75 en la 
semana 16 (91,106). 
Tildrakizumab también está aprobado para la psoriasis en placas 
moderada a grave desde 2018. En un ensayo clínico en fase III de 28 
semanas, el 78 % de los pacientes tratados con tildrakizumab 
alcanzaron un  PASI 75, el 58 % un PASI 90 y el 29 % un PASI 100 
(107). En otro ensayo en fase III, se comparó un grupo de pacientes 
tratados con tildrakizumab con otro de tratados con etanercept, en 
los que el PASI 75/90 fue del 76/57 % frente al 54/34 %, 
respectivamente (116). 
Otro inhibidor de la subunidad p19 de IL-23, risankizumab, 
mostró eficacia superior a placebo en un ensayo clínico en fase III, 
donde el 73,2 y el 47,2 % de los pacientes alcanzaron un PASI 90 y un 
PASI 100, respectivamente. Se aprobó en 2019 para la psoriasis en 
placas moderada a grave (91). 
Actualmente, mirikizumab se encuentra en estudios clínicos en 
fase II. Se observó que hasta 66,7 % de los pacientes tratados con 
mirikizumab alcanzaron un PASI 90 (91). 
En general, los inhibidores de la subunidad p19 de IL-23 
(guselkumab, tildrakizumab, risankizumab, mirikizumab) parecen ser 
más eficaces que los inhibidores de p40 (como ustekinumab), 
subunidad compartida con IL-12. Esto se debe, probablemente, al 
papel central de IL-23 en la patogénesis de la psoriasis, frente a un 
papel menos específico de la IL-12 en esta enfermedad (91). 
Además de los anticuerpos monoclonales que bloquean la vía de 
IL-17, descritos con anterioridad, existen otros tratamientos que se 
encuentran en fases de desarrollo. Es el caso de los nanoanticuerpos 
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(nanobodies) diseñados contra IL-17 o IL-23 (117,118). Los 
anticuerpos biespecíficos para IL-17A y TNFα (como COVA322 y 
ABT-122) se estaban estudiando para el tratamiento de la psoriasis 
en fases clínicas. Sin embargo, sus estudios se han interrumpido a 
causa de problemas de seguridad y ausencia de resultados clínicos 
positivos relevantes, respectivamente (91). 
 
 Terapias dirigidas a la vía de IL-17 en otras 3.5.
patologías 
 Artritis psoriásica 3.5.1.
La respuesta clínica de la artritis psoriásica se mide con el índice 
PASI (para la afectación de la piel) y también con el índice ACR 
(American College of Rheumatology), el cual cuantifica el cambio en la 
actividad de la enfermedad en las articulaciones desde el estado basal 
(9). 
Secukinumab está aprobado para el tratamiento de la artritis 
psoriásica por la EMA y la FDA, habiendo demostrado su eficacia 
elevada y sostenida en ensayos clínicos en fase III (FUTURE-1 y 
FUTURE-2) (99,119). De hecho, ha demostrado ser superior a 
adalimumab (un inhibidor de TNFα) en el tratamiento de la artritis 
psoriásica durante un año (120). Además, secukinumab parece ser el 
tratamiento más eficaz para la dactilitis (99). 
De forma similar a secukinumab, ixekizumab está aprobado para 
el tratamiento de la artritis psoriásica por la EMA y la FDA tras haber 
demostrado su eficacia. En dos ensayos clínicos en fase III 
(SPIRIT-P1 y SPIRIT-P2) se alcanzó un PASI 100 en más pacientes 
(40,7 %) que en los tratados con adalimumab (14,7 %), mientras que 
el efecto articular (ACR 50) o en uñas fue similar para ambos 
tratamientos (99,121). Se ha visto que ixekizumab es eficaz en 
pacientes que no habían respondido adecuadamente a tratamientos 
previos con anti-TNFα (99) 
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Brodalumab también es eficaz y seguro para el tratamiento de la 
artritis psoriásica, para la cual ha sido aprobado por la EMA y la FDA. 
En un ensayo clínico en fase II durante 12 semanas, se alcanzó un 
ACR 50 en el 33 % de los pacientes tratados (99,122). 
En un estudio clínico de prueba de concepto se vio que 
bimekizumab tuvo una respuesta eficaz en la piel (PASI 100 en el 
73,3 % de los pacientes) y articulaciones (ACR 50 en 56,7 % de los 
pacientes) de los sujetos tratados con este anticuerpo (115). 
Ustekinumab está aprobado para el tratamiento de la artritis 
psoriásica. Su eficacia de demostró en ensayos clínicos en fase III 
(como PSUMMIT-1 y PSUMMIT-2), con un índice ACR 50 en el 
26,4 % de los pacientes tratados con ustekinumab frente al 8,7 % de 
pacientes del grupo placebo en la semana 24. En la semana 52 de 
estos ensayos, el 60,6 % de los pacientes tratados con ustekinumab 
alcanzaron un PASI 75 y el 43,7 % un PASI 100 (99,123). 
Guselkumab parece eficaz en la artritis psoriásica. En un ensayo 
clínico en fase II, en la semana 24 se alcanzó un ACR 50/70 en el 
34/14 % de los pacientes tratados con guselkumab frente al 10/2 % en 
el grupo placebo, respectivamente. El índice PASI 75/90 se alcanzó 
en el 79 % y en el 66 % de los pacientes del grupo de guselkumab 
(99,124). 
 
 Espondilitis anquilosante 3.5.2.
El marcador de respuesta clínica más utilizado para la 
espondilitis anquilosante es el ASAS (Assessment of Spondyloarthritis 
International Society), que cuantifica el porcentaje de cambio en la 
actividad de la enfermedad desde el estado basal (9). 
Hasta la aprobación de secukinumab por la EMA y la FDA apenas 
existían opciones terapéuticas de elevada eficacia para el tratamiento 
de la espondilitis anquilosante (125). En ensayos clínicos en fase III 
(MEASURE 1 y MEASURE 2) los índices ASAS 20 y 40 se alcanzaron 
en el 74 y el 57 % de los pacientes tratados con secukinumab durante 
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52 semanas. Además, estas respuestas se mantuvieron en el tiempo, 
de forma que en la semana 156, el 70,1 y el 60,9 % de los pacientes 
alcanzó un ASAS 20 o 40, respectivamente. Asimismo, pacientes que 
habían sido tratados previamente con anticuerpos anti-TNFα 
respondieron a la terapia con secukinumab (126,127). 
Ixekizumab ha demostrado eficacia en ensayos clínicos en fase 
III, con respuestas de un 52 % de los pacientes de ASAS 40, frente al 
18 % del grupo placebo, en la semana 16 (126). 
Existen estudios de bimekizumab en fase II, en el que el 46 % de 
pacientes tratados con este anticuerpo alcanzaron un ASAS 40, 
frente al 13 % de los sujetos que estaban en el grupo de placebo 
(126). 
Los datos de eficacia clínica de los pacientes con espondilitis 
anquilosante tratados con inhibidores de IL-17 contrasta con los 
datos negativos de aquellos tratados con inhibidores de IL-23. 
Aunque no se conoce la causa de esta diferencia, se podría atribuir a 
que la IL-23 tiene un papel importante en el inicio de la patología 
pero no en su mantenimiento (127). 
 
 Artritis reumatoide 3.5.3.
Los marcadores de respuesta clínica de la artritis reumatoide 
más frecuentes son el índice ACR y DAS (Disease Activity Score) (9). 
En un ensayo de 52 semanas, los pacientes que no habían 
respondido previamente a otros tratamientos de primera línea 
(metotrexato o biológicos anti-TNFα) lo hicieron con secukinumab 
(128,129). 
De forma similar, pacientes no respondedores a medicamentos 
biológicos anti-TNFα respondieron a ixekizumab en un ensayo 
clínico de 16 semanas (130). La continuación de este estudio mostró 
que las mejoras clínicas observadas con anterioridad se mantuvieron 
hasta la semana 64 (131). 
Introducción 
73 
Sin embargo, los pacientes con artritis reumatoide no responden 
a brodalumab. Una de las principales razones por las que se podría 
explicar esta falta de respuesta reside en que la inhibición de IL-25 
(IL-17E) sea negativa para alcanzar un balance positivo con el 
tratamiento (132,133). 
Hasta el momento no ha sido aprobado ningún anticuerpo 
monoclonal dirigido a IL-17 para el tratamiento de la artritis 
reumatoide. Aunque el bloqueo de esta citoquina parece eficaz en el 
tratamiento de dicha patología, existe un cierto grado de 
heterogeneidad en la respuesta de los pacientes a estos tratamientos 
(secukinumab e ixekizumab), que dificulta la obtención de una 
respuesta suficientemente eficaz que permita utilizarlos en la 
práctica clínica (133,134). 
 
 Esclerosis múltiple 3.5.4.
En el tratamiento de la esclerosis múltiple con anticuerpos 
dirigidos a la vía de IL-17 hasta el momento solamente se ha probado 
secukinumab. Su eficacia parece ser superior a la del placebo, de 
forma que redujo las lesiones determinadas por imagen de 
resonancia magnética en un 60 %. No obstante, es necesario realizar 
ensayos más amplios para determinar la utilidad de secukinumab en 
esta patología (135,136). 
 
 Enfermedad inflamatoria intestinal 3.5.5.
En los ensayos clínicos con anticuerpos dirigidos a IL-17 y su 
receptor se observó una eficacia clínica muy baja en la enfermedad 
de Crohn. Lo más preocupante es que incluso se observó el 
empeoramiento clínico de los pacientes tratados con secukinumab y 
brodalumab, lo que llevó a la interrupción de dichos estudios 
(137,138). 
ELIA ÁLVAREZ COIRADAS 
 
74 
Por el contrario, ustekinumab está aprobado para el tratamiento 
de la enfermedad inflamatoria intestinal, y no presenta los efectos 
adversos que sí se han observado con el uso de los anticuerpos 
anti-IL-17. Así, parece que el bloqueo de IL-23 sigue permitiendo un 
cierto grado de respuesta protectora de IL-17 en la mucosa intestinal, 
que impedirían secukinumab y brodalumab (9,38). 
 
 Efectos adversos de las terapias dirigidas a la vía de 3.6.
IL-17 
Debido al papel de IL-17 en la defensa del organismo contra 
patógenos extracelulares, el bloqueo de esta citoquina o de su 
señalización puede resultar en un leve incremento de la frecuencia 
infecciones (113). 
Es el caso de las candidiasis, las cuales son más habituales en los 
pacientes tratados con secukinumab e ixekizumab que en los 
pacientes tratados con etanercept (101,139). De hecho, esto se ha 
observado en ensayos clínicos agrupados donde se analiza la 
seguridad de secukinumab tras un año de tratamiento (140). Sin 
embargo, estas infecciones por Candida no son graves y no suelen 
suponer la interrupción del tratamiento con estos anticuerpos (85). 
Otros efectos adversos frecuentes de los tratamientos con 
anticuerpos que bloquean la vía de IL-17 son las infecciones de las 
vías respiratorias altas, nasofaringitis, diarrea, artralgia o cefalea, así 
como las reacciones en el lugar de inyección (85,113,139,141). Pese a 
que no es excesivamente frecuente (menor al 5 % de frecuencia), en 
algunos pacientes se describe neutropenia (115,124). 
Uno de los efectos adversos más graves que se observó con el uso 
de brodalumab fue la aparición de ideación suicida en algunos 
pacientes, que incluso llegó a parar temporalmente los ensayos 
clínicos (142). No obstante, en un estudio con casi 4500 pacientes se 
demostró que no existe una asociación clara entre el tratamiento con 
brodalumab y la ideación suicida (143). 
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Debido al papel protector de IL-17 en la integridad de la barrera 
mucosa intestinal, su bloqueo puede suponer un problema en 
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Así, los 
tratamientos con anticuerpos anti-IL-17 no deben utilizarse en 
pacientes con psoriasis o artritis psoriásica que también sufran la 
enfermedad de Crohn (85). 
 
 MOLÉCULAS PEQUEÑAS TERAPÉUTICAS DIRIGIDAS A 4.
LAS INTERACCIONES PROTEÍNA-PROTEÍNA 
 
 La necesidad de moléculas pequeñas 4.1.
El éxito clínico de los fármacos biológicos (entendidos como 
proteínas de fusión y anticuerpos terapéuticos) ha revolucionado el 
arsenal terapéutico para muchas enfermedades, entre las que se 
encuentran las autoinmunes. A pesar de la introducción de los 
medicamentos anti-TNFα, anti-IL-12/IL-23 y anti-IL-17 en el 
tratamiento de la psoriasis, estos no son suficientes para abordar las 
necesidades terapéuticas no cubiertas (109). 
En general, los fármacos biológicos se toleran bien y tienen un 
buen perfil de toxicidad a largo plazo. Algunos de los efectos 
adversos más relevantes incluyen el incremento del riesgo de 
infecciones, de desarrollar determinados tipos de neoplasias o 
cambios hematológicos como la neutropenia (109,144,145). 
De esta manera, la limitación principal en el uso de fármacos 
biológicos no es su seguridad, sino su eficacia. Pese a que en la 
mayoría de los pacientes se mantiene a lo largo de los años, en hasta 
el 25 % de los pacientes se produce una pérdida de eficacia, que 
parece ser un fenómeno estocástico. Así, es la causa principal de la 
interrupción del tratamiento con este tipo de medicamentos (junto 
con la ausencia total de eficacia o una eficacia insuficiente), seguida 
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por la remisión de la patología y, por último, los efectos adversos 
(145–150). 
La mencionada pérdida de la eficacia de los fármacos biológicos 
puede deberse a distintos factores. Entre estos factores se 
encuentran: la inducción de anticuerpos anti-fármaco; la inducción 
de otras citoquinas proinflamatorias, que se producirían como 
mecanismo compensatorio de la reorganización del sistema 
inmunitario al encontrarse neutralizada la función de una de ellas; la 
variabilidad interindividual en el metabolismo de los fármacos, o 
incluso el sexo del paciente (145,151). 
De todos los factores que pueden influir en la pérdida de eficacia 
de los fármacos biológicos destaca la presencia de anticuerpos 
anti-fármaco, que neutralizan al anticuerpo terapéutico o modifican 
su farmacocinética. Esta capacidad de los fármacos biológicos para 
generar una respuesta inmunitaria se conoce como inmunogenicidad 
(147,150). Si los anticuerpos anti-fármaco tienen como epítopo el 
lugar de unión del antígeno se consideran anti-fármacos 
neutralizantes, que favorecerían de forma directa la pérdida de 
eficacia del fármaco biológico. Los anticuerpos no neutralizantes 
tendrían un papel importante al facilitar la eliminación del fármaco 
mediante la formación de un inmunocomplejo (147). 
Entre los factores que influyen en la inmunogenicidad de los 
fármacos biológicos se encuentra su posología, la susceptibilidad 
genética del paciente, la actividad de la enfermedad e incluso 
infecciones que desencadenen una respuesta inmunitaria. Asimismo, 
la exposición previa del paciente a otros agentes biológicos facilita 
que se produzcan anticuerpos anti-fármaco, que obstaculizarían la 
eficacia del siguiente tratamiento con otro anticuerpo terapéutico 
(145,147). 
Así pues, existen limitaciones en el uso de fármacos biológicos 
debidas a la pérdida de eficacia que ocurre en un porcentaje 
significativo de los pacientes tratados. Además, el elevado coste de 
estos tratamientos tiene como consecuencia que no se puedan 
utilizar como primera línea de tratamiento, a pesar de su buen perfil 
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de seguridad (147). Por consiguiente, el descubrimiento de moléculas 
pequeñas dirigidas a las dianas moduladas por los fármacos 
biológicos podría ampliar las opciones terapéuticas para el 
tratamiento de las enfermedades autoinmunes. 
 
 Los retos en la identificación de moléculas pequeñas 4.2.
para las interacciones proteína-proteína 
Las interacciones proteína-proteína median muchos procesos 
biológicos y, en consecuencia, están implicadas en procesos 
patológicos. Debido a esto se consideran dianas terapéuticas 
relevantes (152–154). 
A diferencia de las dianas farmacológicas tradicionales, son más 
difíciles de alterar con moléculas pequeñas y, por lo tanto, sigue 
siendo un reto encontrar inhibidores de las interacciones proteína-
proteína. Esto es debido a que no poseen bolsillos bien definidos para 
la unión de ligandos de bajo peso molecular, sino que la interacción 
entre proteínas se produce entre dos superficies amplias y 
generalmente planas. De hecho, estas áreas de interacción se 
extienden entre 1500 y 6000 Å2, frente a las cavidades donde se 
suelen unir las moléculas pequeñas, de unos 300 a 500 Å2. Las 
interacciones proteína-proteína suelen estar constituidas por 
aminoácidos principalmente hidrofóbicos (152,155,156). 
No obstante, en las superficies de interacción proteína-proteína 
se encuentran lo que se denominan “hotspots”. Son residuos clave en 
la unión entre proteínas, ya que contribuyen en mayor medida a la 
energía libre de la unión entre proteínas que el resto de áreas de las 
mismas. Normalmente, estos residuos se agrupan en regiones 
críticas, cuya superficie es más pequeña que la total en la interacción 
proteína-proteína, de forma que suponen alrededor de un 10 % de los 
aminoácidos totales de la superficie de interacción. Además, durante 
la unión de ligandos a las proteínas de una interacción proteína-
proteína se abren una serie de bolsillos transitorios, lo cual es 
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indicativo de la flexibilidad y plasticidad de estas uniones 
(152,153,155–157). 
Las interacciones proteína-proteína pueden clasificarse en 
distintos tipos dependiendo de la amplitud de la superficie de 
interacción, de si son homodiméricas o heterodiméricas y de la 
afinidad de la unión entre proteínas, que puede variar desde el rango 
picomolar hasta el rango alto micromolar. Las parejas de proteínas 
que se unen entre sí con mayor afinidad suelen ser las más fáciles 
para el diseño de moléculas pequeñas, así como aquellas que se 
producen entre una proteína globular y un péptido pequeño. 
Curiosamente, las interacciones entre dos péptidos son más difíciles 
de alterar por ligandos pequeños debido a la falta de un lugar de 
unión concreto, así como al cambio conformacional de los mismos 
que se puede producir cuando ocurre esta unión (152,155,156,158). 
Para estudiar las interacciones proteína-proteína e identificar 
ligandos de bajo peso molecular que las alteren es necesario conocer 
las estructuras de dichas proteínas, así como sus hotspots. De ser 
posible, lo ideal es estudiar distintas conformaciones de la proteína 
libre o unida a diversos ligandos (155). 
Así, encontrar moléculas pequeñas con características de 
fármacos, es decir, candidatas, sería el primer objetivo del proceso de 
descubrimiento de fármacos dirigidos a bloquear estas interacciones 
proteína-proteína. Estas moléculas candidatas progresarían a una 
fase preclínica y, en caso de superarla con éxito, serían 
comercializadas como fármacos de uso humano. Este proceso 
comienza con la identificación de hits tras un cribado para una diana 
determinada, es decir, moléculas con la actividad deseada. 
Posteriormente, un hit (o una serie de hits) se valida biológicamente 
y se optimiza químicamente para que pueda ser más selectivo y más 
potente: se convierte en un lead. También se mejoran sus 
propiedades físico-químicas y, por consiguiente, su farmacocinética, 




En el caso de las interacciones proteína-proteína, existen 
distintas estrategias para identificar moléculas pequeñas que las 
inhiban. La biología estructural, los ensayos biofísicos y los análisis 
computacionales tienen un papel fundamental en la investigación de 
las interacciones proteína-proteína y, por lo tanto, en la 
identificación de inhibidores de las mismas (155,156). 
Entre las estrategias de identificación de moléculas pequeñas 
para interacciones proteína-proteína se encuentra el cribado de 
fragmentos moleculares, es decir, moléculas pequeñas de poca 
complejidad que se unen a alguna región superficial de la proteína. El 
cribado de fragmentos posee normalmente un mejor rendimiento en 
la identificación de hits que el cribado de alto rendimiento clásico, 
cuyas quimiotecas están diseñadas basándose en el conocimiento del 
conjunto de todas las dianas convencionales y, por lo tanto, tienen 
ese sesgo de diversidad. 
Para llevar a cabo el cribado de fragmentos se emplean métodos 
biofísicos como NMR (espectroscopía de resonancia magnética 
nuclear), cristalografía de rayos X, SPR (resonancia de plasmones 
superficiales) o fluorometría diferencial de barrido (152,155,156). Un 
ejemplo de éxito en la identificación de ligandos para las 
interacciones proteína-proteína a partir del cribado de fragmentos 
moleculares fue la identificación de inhibidores de Bcl-2, que en 2016 
se aprobaron como antitumorales para su uso en clínica (153). 
Con el objetivo de identificar moléculas pequeñas para 
interacciones proteína-proteína se han aplicado estrategias basadas 
en el diseño de estructuras químicas que mimeticen las interacciones 
en los hotspots. Es el caso del diseño racional de péptidos, que poseen 
limitaciones en su aplicación clínica por su dificultad en la 
permeabilidad de la membrana celular y su inestabilidad metabólica. 
Sin embargo, suponen una estrategia paralela que puede ayudar al 
diseño de moléculas pequeñas (152,153,155,156). 
Las técnicas computacionales permiten complementar los 
ensayos de cribado y llevar a cabo los diseños racionales, así como 
identificar potenciales bolsillos de unión (156,161). Un ejemplo de un 
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método computacional basado en la estructura de la proteína es el 
docking, que permite puntuar las moléculas y seleccionar así las que 
posean una buena afinidad de unión (155). 
En la identificación de ligandos para inhibir interacciones 
proteína-proteína destaca el uso de macrociclos. Son moléculas con 
un peso molecular entre unos 500 a 2000 Da, de mayor tamaño que 
las moléculas pequeñas convencionales. Su superficie de interacción 
con las proteínas puede ser comparable a la de los anticuerpos o la 
que se produce entre dos proteínas. Son específicos de su diana, no 
son inmunogénicos y, a diferencia de los péptidos, poseen 
estabilidad metabólica. No obstante, presentan limitaciones en su 
síntesis y en la permeabilidad de membranas celulares, aunque se ha 
logrado biodisponibilidad por vía oral con la mejora de estas 
propiedades. Además, se han conseguido sintetizar librerías químicas 
de macrociclos (162,163). 
Para el descubrimiento de macrociclos que alteren interacciones 
proteína-proteína se han utilizado distintas estrategias. Es el caso de 
phage display, una técnica que emplea secuencias de péptidos 
insertadas en el genoma de un bacteriófago, de forma que se 
codifican péptidos de fusión con proteínas de la envuelta del fago 
(162,164). 
También se han empleado con éxito quimiotecas codificadas por 
ADN (DEL, DNA-encoded library). En estas quimiotecas, cada bloque 
químico está unido covalentemente a una secuencia de ADN que 
actúa como código de barras para identificar cada una de las 
moléculas presentes en la librería. Esto permite determinar los 
ligandos a través de secuenciación de ADN después de realizar 
selecciones por cromatografía de afinidad frente a una diana 
(162,165). Se trata de una de las estrategias más versátiles para 
aplicar al descubrimiento de fármacos y a los estudios de mecanismo 
de acción (166). De hecho, se ha aplicado recientemente a la IL-17A 
con un éxito relativo (167). 
Otra de las estrategias utilizadas en la identificación de 
macrociclos es la diversity-oriented synthesis (DOS). Esta permite 
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expandir el espacio químico al generar quimiotecas con estructuras 
químicas basadas en productos naturales (162,168). Un ejemplo muy 
interesante es la integración de las metodologías DEL y DOS para 
preparar librerías con diversidad estereoquímica (169). 
 
 La interacción proteína-proteína entre IL-17A e 4.3.
IL-17RA como diana terapéutica 
Hasta el momento, las únicas herramientas terapéuticas 
disponibles para inhibir la vía de IL-17 son anticuerpos 
monoclonales. Esto se debe principalmente a que IL-17 es una 
citoquina y, por lo tanto, su unión al receptor es una interacción 
proteína-proteína. 
La superficie de interacción entre IL-17A e IL-17RA es muy 
amplia, se extiende en unos 2200 Å2 (23). Dicha interacción implica a 
epítopos con estructuras terciarias tanto en el ligando y como en el 
receptor, lo que claramente dificulta el descubrimiento de moléculas 
pequeñas que alteren la misma (170) (figura 8). 
 
 




Figura 8. Estructura cristalina del homodímero IL-17A en complejo con IL-17RA. 
Se representa el homodímero (púrpura y naranja) junto con IL-17RA, en verde. 
Estructura 4HSA extraída de PDB (Protein Data Bank) (23).  
 
En el homodímero de IL-17A se han identificado tres regiones 
clave para la interacción con IL-17RA. La región I es una hélice alfa 
en el área N-terminal (residuos 60-62, 99, 101, 110) y la región II es 
el bolsillo horquilla beta (residuos 93-95), ambas interaccionan con 
el dominio D1 de IL-17RA. La región I es la que posee los 
aminoácidos menos conservados entre las citoquinas de la familia de 
IL-17. Ambas regiones se consideran bolsillos “druggable”, es decir, 
que tienen la capacidad de unir potenciales fármacos. Una tercera 
región (región III), en el área C-terminal, contacta con el dominio D2 
de IL-17RA (23,171). 
Tal y como se explicó con anterioridad, para facilitar el 
descubrimiento de moléculas pequeñas que alteren una interacción 
proteína-proteína es útil identificar sus hotspots (157). En el caso de 
IL-17A se ha empleado la técnica de phage-display, que permitió 
identificar dos péptidos que se unen a las regiones de interacción I y 
II de IL-17A con IL-17RA (170). 
Introducción 
83 
Además de los péptidos mencionados, se ha descubierto otro 
péptido de alta afinidad por IL-17A. De forma similar a lo descrito 
anteriormente, se ha identificado mediante phage-display y estudios 
de relación estructura-actividad (structure-activity relationship, SAR). 
Dicho péptido se une a la región I de la superficie de interacción 
IL-17A con su receptor y produce un cambio conformacional en la 
citoquina dificultando y, además, compitiendo con IL-17RA por la 
unión a IL-17A. Asimismo, se ha demostrado su actividad inhibitoria 
de la inflamación inducida por IL-17A y TNFα en queratinocitos 
humanos. Así pues, este péptido puede emplearse como herramienta 
farmacológica para la identificación de moléculas pequeñas que 




Figura 9. Estructura cristalina del homodímero IL-17A con un péptido y un 
macrociclo. A la izquierda se representa el homodímero al que está unido un 
péptido (rosa). A la derecha, se encuentra la unión de un macrociclo. Estructuras 
5HHV (172) y 5HI3 (173) extraídas de PDB (Protein Data Bank). 
 
En este sentido, se han descubierto varios macrociclos 
artificiales que antagonizan la interacción proteína-proteína entre 
IL-17A e IL-17RA (174) (figura 9). 
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El primer macrociclo descrito para IL-17A/IL-17RA se descubrió 
mediante el uso de quimiotecas DEL. Se describió que inhibía la 
formación del complejo IL-17A/IL-17RA en un ensayo de ELISA, 
además de poseer una actividad inhibidora de IL-17A en un ensayo 
con células HT-29 (inhibición de la liberación de CXCL1), y parecía 
eficaz en modelos in vivo (171,174). 
Posteriormente se describió la región de IL-17A a la que se une 
el macrociclo, molécula que producía cambios conformacionales en 
la citoquina. Para ello se empleó una combinación de estudios 
computacionales y espectrometría de masas de intercambio 
hidrógeno-deuterio (HDX-MS, hydrogen-deuterium exchange mass 
spectroscopy). Esta técnica biofísica permite caracterizar las 
dinámicas proteicas tras la unión de un ligando (171,174). 
Asimismo, se diseñaron otros macrociclos y se co-cristalizaron 
con IL-17A en alta resolución. Este grupo de moléculas se une al 
bolsillo central del homodímero de IL-17A, que está implicado en la 
unión con IL-17RA. En esta área de la proteína las secuencias de 
aminoácidos no están conservadas exactamente en todas las 
interleuquinas de la familia de IL-17, por lo que los macrociclos son 
específicos para IL-17A. Para facilitar la mencionada cristalización 
utilizaron un Fab (fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo). 
Estos macrociclos mostraron una actividad inhibitoria de IL-17A en 
un ensayo con queratinocitos (173,174). 
A pesar de todos estos avances en el descubrimiento de 
moléculas dirigidas al complejo IL-17A/IL-17RA, hasta el momento 
no se conoce la utilización de ningún macrociclo en ensayos clínicos. 
Así pues, se podrían diseñar moléculas pequeñas que 
interaccionen con el complejo proteico IL-17A/IL-17RA, de forma 
que se evite su asociación y, por lo tanto, la señalización de esta vía 
proinflamatoria. Además, a diferencia de los fármacos biológicos, la 
administración de las moléculas pequeñas se llevaría a cabo 






























    
 




− La interleuquina 17A (IL-17A) es una citoquina proinflamatoria 
que desempeña un papel central en la defensa contra patógenos 
extracelulares en las mucosas y epitelios (6). Durante la respuesta 
inmunitaria la IL-17A liberada desde las células efectoras 
estimula la expresión de mediadores de la inflamación como 
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, metaloproteinasas de 
la matriz o proteínas antimicrobianas en sus células diana. Estas 
son principalmente células no hematopoyéticas que expresan el 
receptor IL-17RA/IL-17RC (26,38,49,50). 
− Pese a su papel como mediador de respuestas inmunitarias en la 
defensa contra patógenos extracelulares, una producción 
excesiva y crónica de IL-17A en el organismo se relaciona con la 
patogénesis de distintas enfermedades autoinmunes (9,21). Es el 
caso de la psoriasis, una enfermedad inflamatoria crónica de la 
piel que afecta entre un 2 y un 3 % de la población mundial 
(80,81). 
− En las lesiones de pacientes con psoriasis se han encontrado 
niveles elevados de IL-17A y citoquinas relacionadas con los 
linfocitos Th17 (como IL-22 e IL-23) e (90). Así, el bloqueo de la 
vía inflamatoria de IL-17 con anticuerpos neutralizantes 
dirigidos a IL-17A (secukinumab e ixekizumab) y el receptor 
IL-17RA (brodalumab) es eficaz en el tratamiento de la psoriasis, 
y ha permitido validar esta diana terapéutica en la clínica (38,98). 
− Sin embargo, estos medicamentos biológicos no son suficientes 
para abordar las necesidades terapéuticas no cubiertas en la 
psoriasis (109). Pese a que presentan un buen perfil de seguridad, 
en un 25 % de los pacientes se produce una degradación del 
fármaco en el organismo, que puede ir asociada a una pérdida de 
eficacia. Además, el elevado coste de estos tratamientos tiene 
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como consecuencia que no se puedan utilizar como primera línea 
de tratamiento, que requiere el uso de una vía de administración 
parenteral, ya que los anticuerpos carecen de biodisponibilidad 
oral (147,175). Por consiguiente, el descubrimiento de moléculas 
pequeñas dirigidas a las dianas moduladas por los fármacos 
biológicos podría ampliar las opciones terapéuticas para el 
tratamiento de la psoriasis. 
− No obstante, conseguir moléculas de bajo peso molecular que 
alteren la interacción entre IL-17A y su receptor supone un 
enorme reto. Esto se debe a que se trata de una interacción 
proteína-proteína, la cual carece de sitios de unión bien definidos 
para ligandos de bajo peso molecular y se produce entre dos 
superficies amplias y generalmente planas, de unos 2200 Å2 (23). 
Este tipo de interacción implica a epítopos con estructuras 
terciarias, las cuales dificultan el descubrimiento de moléculas 
que la bloqueen (170). 
− Por ello, evaluar la viabilidad de bloquear la interacción entre 
IL-17A y su receptor con moléculas de bajo peso molecular en un 
programa de descubrimiento temprano de fármacos sería de gran 
interés metodológico y farmacológico. 
 
  




La interacción entre las proteínas IL-17A e IL-17RA podría ser 
modulada farmacológicamente por nuevos ligandos de bajo peso 
molecular identificados mediante la aplicación de un programa de 




1. Identificar ligandos de bajo peso molecular con afinidad por 
la interacción entre IL-17A e IL-17RA. 
1.1. Generar una quimioteca focalizada mediante un cribado 
virtual para identificar moléculas que se unan a 
IL-17A/IL-17RA. 
1.2. Realizar un cribado primario de los ligandos IL-17A/IL-17RA 
identificados mediante ensayos biofísicos. 
1.3. Caracterizar la interacción molecular entre los ligandos e 
IL-17A/IL-17RA. 
 
2. Evaluar la eficacia antiinflamatoria de los ligandos en 
respuesta a la estimulación con IL-17A. 
2.1. Estudiar la inhibición de la liberación de la quimioquina 
inflamatoria CXCL1 en células tumorales de colon. 
2.2. Estudiar la inhibición de la liberación de las quimioquinas 
CCL20 e IL-8 en queratinocitos humanos. 
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2.3. Estudiar la influencia de los ligandos sobre la expresión de 
CCL20 y CXCL8 en queratinocitos humanos. 
 
3. Caracterizar el efecto de los ligandos sobre la señalización 
intracelular del receptor de IL-17A en queratinocitos 
humanos. 
3.1. Estudiar el efecto de los ligandos sobre la cascada 
inflamatoria de NF-κΒ en queratinocitos. 
3.2. Estudiar el efecto transcripcional de los ligandos sobre 
C/EBPβ. 
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 Reactivos y tampones 1.1.
 Material empleado en el cultivo de líneas celulares 1.1.1.
− Medio DMEM Glutamax™ (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium): Gibco referencia (ref) 31966. 
− Suero fetal bovino (FBS): Sigma Aldrich ref F9665. 
− Penicilina-estreptomicina (100 µg/ml y 100 UI/ml): Sigma 
Aldrich ref P0781.  
− Medio McCoy’s 5A: ATCC ref 30-2007. 
− DMSO (dimetilsulfóxido): Sigma Aldrich. 
− Tripsina-EDTA: Sigma Aldrich ref T3924. 
− Poli-D-lisina: Sigma Aldrich ref P6407. 
Tampón de lavado:  
− PBS (tampón fosfato salino): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 
Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 2 mM. Reactivos de Sigma Aldrich. 
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 Material empleado en la expresión de proteínas 1.1.2.
recombinantes humanas 
− Bacterias competentes de alta eficiencia E. coli DH5α y medio 
SOC (caldo superóptimo con represión por catabolito): New 
England Biolabs ref C2987H. 
− NucleoBond® Xtra Midi EF: Macherey-Nagel ref 740410.  
− Isopropanol: Sigma Aldrich. 
− Polietilenimina (PEI): Sigma Aldrich. 
− Opti-MEM®: Gibco ref 11058021. 
− Freestyle™ 293 Expression Medium: Gibco ref 12338018. 
− Amicon-15 3 kDa: Merck Millipore ref UFC900308. 
− HisTrap FF Crude de 5 ml: GE Healthcare ref 11000458. 
− Pur-A-Lyzer™ Maxi Dialysis Kit MWCO 3.5 kDa: Sigma 
Aldrich ref PURX35015. 
− Columna HiTrap Desalting: GE Healthcare ref 29048684. 
Medio de crecimiento de bacterias: 
− Luria-Bertani (LB): 1 % de triptona bacteriológica (Intron 
Biotechnology), 0,5 % de extracto de levadura (Affymetrix) y 
1 % de NaCl (Sigma Aldrich). 
− Agar (6 g/l): Panreac. 
− Ampicilina: Sigma Aldrich. 
Tampones para la purificación de proteínas recombinantes: 
− Tampón de lavado: sodio fosfato 20 mM pH 7,4, con 500 mM 
de NaCl y 25 mM de imidazol (reactivos de Sigma Aldrich). 
− Tampón de elución: sodio fosfato 20 mM pH 7,4, con 500 mM 
de NaCl y 500 mM de imidazol. 
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− Tampón de diálisis: sodio fosfato 20 mM pH 7,4 con 150 mM 
de NaCl. 
 
 Material empleado en la técnica de Western blot 1.1.3.
− DC™ Protein Assay: Bio-Rad ref 5000112. 
− Gel Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus: Invitrogen ref 
NW04122BOX. 
− BOLT™ LDS 4X: Invitrogen ref B0007. 
− Bolt™ MES SDS: Invitrogen ref B0002. 
− Immun-Blot® PVDF Membrane: Bio-Rad ref 1620177. 
− Metanol: Sigma Aldrich. 
− BSA libre de ácidos grasos (BSA): Sigma Aldrich ref 
10775835001. 
− Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent: 
GE Healthcare ref RPN2109. 
− Revelador y fijador GBX: Carestream Kodak®. 
− Amersham Hyperfilm ECL: GE Healthcare ref 28906836. 
Tampones: 
− Tampón de lisis: 1 ml de tampón RIPA 
(radioimmunoprecipitation assay buffer) con un 1 % de PMSF 
(fluoruro de fenilmetilsulfonio), un 1 % de ortovanadato de 
sodio, un 1 % del cóctel de inhibidores de proteasas (todos 
obtenidos de Santa Cruz Biotechnology ref sc-24948), y un 
comprimido de inhibidores de fosfatasas PhosSTOP™ (Sigma 
Aldrich ref 4906845001) por cada 10 ml de tampón de lisis. 
− Tampón de transferencia Towbin modificado: metanol al 
20 %, Tris 20 mM y glicina 150 mM, pH 8. Reactivos de Sigma 
Aldrich. 
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− Tampón de lavado: suero tamponado con Tris 
complementado con Tween 20 al 0,1 % (TBS-T). Reactivos de 
Sigma Aldrich. 
Anticuerpos: 
− Anticuerpo primario anti-IL17A de conejo: Sigma Aldrich ref 
HPA052258.  
− Anticuerpo primario anti NF-κΒ p65 (#D14E12) de conejo: 
Cell Signaling Technology ref 8242. 
− Anticuerpo primario anti fosfo-NF-κΒ p65 (Ser536) (#93H1) 
de conejo: Cell Signaling Technology ref 3033. 
− Anticuerpo primario anti IκΒα (#L35A5) de ratón: Cell 
Signaling Technology ref 4814. 
− Anticuerpo primario anti fosfo-IκΒα (Ser32) (#14D4) de 
conejo: Cell Signaling Technology ref 2859. 
− Anticuerpo secundario ligado a peroxidasa de rábano (HPR): 
Cell signaling Technology ref 7074. 
− Anticuerpo secundario anti-ratón ligado a peroxidasa de 
rábano (HPR): Cell signaling Technology ref 7076. 
− Anticuerpo anti-tubulina ligado a HRP: Abcam ref ab205790. 
 
 Material empleado en ensayos biofísicos 1.1.4.
− EnSpire-LFB® biochemical assay microplate: Perkin Elmer 
ref 6057468. 
− EDC 400 mM (hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida): Sigma Aldrich. 
− Sulfo-NHS 100 mM (N-hidroxisulfosuccinidima): Thermo 
Fisher y Sigma Aldrich. 
− IL-17RA ECD Fc: Sino Biological ref 10895-H03H. 
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− Chip sensor Series S CM5: GE Healthcare ref 29104988. 
− Hidrocloruro de etanolamina: Sigma Aldrich.  
Tampones: 
− Tampón de activación: EDC 400 mM (hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) y sulfo-NHS 
100 mM (N-hidroxisulfosuccinidima). Reactivos de Sigma 
Aldrich y Thermo Fisher. 
− Tampones de inmovilización con citrato de sodio 20 mM, 
pH 4 y pH 6: Sigma Aldrich. 
− Tampones de inmovilización con acetato de sodio 20 mM, 
pH 5 y pH 5,5: Sigma Aldrich. 
− Tampones de inmovilización con fosfato de sodio 20 mM, 
pH 7: Sigma Aldrich. 
− Tampón de ensayo: PBS con 0,005 % de Tween 20, pH 7,4. 
Reactivos de Sigma Aldrich. 
− Tampón de migración: HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperacinaetansulfónico) 20 mM, NaCl 200 mM y Tween-20 
al 0,05 %, pH 7,4 con un 3 % de DMSO. Reactivos de Sigma 
Aldrich. 
 
 Material empleado en inmunoensayos de citoquinas 1.1.5.
− Placa de 96 pocillos transparente estéril tratada para cultivo 
celular: Life Sciences ref 353072. 
− IL-17A humana recombinante: Sigma Aldrich ref SRP3080. 
− Human ProcartaPlex® Simplex kit CXCL1, CCL20, IL-8: 
Invitrogen ref EPX01A-12122-901, EPX01A-12128-901, 
EPX01A-10204-901. 
− TNFα: R&D Systems ref 210-TA. 
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 Material empleado en ensayos de microscopía 1.1.6.
− Placa de 96 pocillos CellCarrier-96 Ultra negra con el fondo 
transparente: Perkin Elmer ref 6055302. 
− Paraformaldehido (PFA): Sigma Aldrich. 
− Anticuerpo primario de conejo anti citoqueratina-17 
(#EP1623): Abcam ref ab109725. 
− Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo Alexa 
Fluor® 647: Abcam ref ab150083. 
− Hoechst 33342: Thermo Fisher ref H3570. 
− Phalloidin Atto Alexa Fluor® 565: Sigma Aldrich ref 94072. 
− Tritón X-100: Sigma Aldrich ref T8787. 
Tampones 
− Tampón de bloqueo: PBS con el 0,1 % de Tween 20 (PBS-T), 
BSA al 1 % y glicina a 22,52 mg/ml. Reactivos de Sigma 
Aldrich. 
− Tampón de dilución de anticuerpos: PBS-T con BSA al 1 %. 
 
 Material empleado en ensayos expresión genética de 1.1.7.
proteínas 
− Placa de 6 pocillos transparente estéril tratada para cultivo 
celular: Life Sciences ref  353046. 
− RNeasy Mini Kit: Qiagen ref 74104. 
− EXPRESS One-Step SuperScrip® RT-qPCR: Invitrogen ref 
11781200. Contiene: la transcriptasa inversa SuperScript® 
III, el inhibidor de ribonucleasas RNaseOUT™, la ADN 
polimerasa Platinum® Taq, MgCl2 (cofactor de la 
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polimerasa), desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs), 
uracil ADN glucosilasa (UDG), agentes estabilizadores y 
rodamina X (ROX). 
− Sondas Taqman®: 36B4 marcada con VIC™ (que codifica la 
proteína 36B4); CCL20 (Hs00355476_m1), CXCL8 
(Hs00174103_m1), CEBPB (Hs00270923_s1) y ZC3H12A 
(Hs00962356_m1), todas ellas marcadas con amidita de 
fluoresceína (TAM), de Thermo Fisher. 
− MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate: Thermo 
Fisher ref 4346907.  
− Lámina adhesiva MicroAmp™ Optical Adhesive Film: 
Thermo Fisher ref 4311971. 
 
 Equipos 1.2.
− Espectrofotómetro de microvolúmenes NanoDrop™ 2000: 
Thermo Fisher. 
− Sistema de cromatografía ÄKTA™ Start: GE Healthcare. 
− EnSpire® Multilabel Plate Reader 2300: Perkin Elmer. 
− Multidrop™ 384 Combi: Thermo Scientific. 
− Microplate washer 405™-TS washer: Biotek. 
− Biacore S200 SPR: GE Healthcare.  
− MAGPIX® Luminex®: Luminex Corporation. 
− QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System: Life 
Technologies. 
− Operetta™: Perkin Elmer. 
  





 CULTIVO DE LÍNEAS CELULARES 2.
 
Todas las líneas celulares empleadas se cultivaron en superficies 
preparadas para facilitar su adhesión y en presencia de los medios 
que se detallan a continuación. Se mantuvieron en condiciones 
controladas de presión de CO2 del 5 %, de temperatura de 37 °C y del 
95 % de humedad relativa.  
 
 Línea celular HEK 293 2.1.
Las células HEK 293 se obtuvieron a partir de celulas 
embrionarias  procedentes de riñón fetal humano (Human Embryonic 
Kidney) del laboratorio de Alex van der Eb in Leiden (Países Bajos). 
Dichas células se modificaron genéticamente mediante la 
transfección de ADN de adenovirus 5 que se incorporó en el 
cromosoma 19 humano (176). Pese a su complicado origen (ya que 
estas células tienen características de endotelio, epitelio, fibroblasto 
e incluso neurona) y cariotipo (múltiples copias de cromosomas), se 
trata de un modelo muy utilizado. Esto se debe a que su crecimiento 
es rápido y su cultivo y mantenimiento son sencillos, además de que 
la expresión de proteínas y su transfección son reproducibles. Para 
los experimentos de transfección y expresión de proteínas, las 
células se cultivaron en medio DMEM Glutamax™ complementado 
con un 10 % de suero fetal bovino y un 1 % de penicilina-
estreptomicina. 
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 Línea celular HT-29 2.2.
Las HT-29 son células aisladas de un tumor primario humano de 
adenocarcinoma de colon (177). Del mismo modo que las células HEK 
293, tienen un cariotipo complejo, son positivas para muchos 
oncogenes y variantes genéticas características en el cáncer, 
responden a estímulos inflamatorios y poseen mecanismos asociados 
a la señalización de IL-17 (178). Para los estudios de liberación de 
citoquinas, las células se cultivaron en medio McCoy’s 5A 
complementado con un 10 % de suero fetal bovino y un 1 % de 
penicilina-estreptomicina. 
 
 Línea celular HaCaT 2.3.
Las células HaCaT son queratinocitos monoclonales humanos 
adultos inmortalizados de forma espontánea que, por lo tanto, 
crecen sin necesidad de exponerlos a factores de crecimiento. 
Además, expresan los principales marcadores de superficie y llevan a 
cabo las actividades funcionales propias de queratinocitos primarios 
aislados (179). La reproducibilidad de la respuesta celular en las 
células HaCaT es mayor que la de los queratinocitos humanos 
aislados de diferentes individuos, y sus características de 
proliferación y de conservación de la capacidad de diferenciación a 
queratinocitos hacen que sean un modelo ideal para estudios 
funcionales (180). Para los estudios de liberación de citoquinas y 
señalización intracelular, se cultivaron en medio DMEM Glutamax™ 
complementado con un 10 % de suero fetal bovino y un 1 % de 
penicilina. 
 
 Descongelación celular 2.4.
El vial de criogenización con una suspensión celular de 1×106 
células en FBS complementado con un 10 % de DMSO conservado en 
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nitrógeno líquido se descongeló en un baño termostatizado a 37 °C y 
se diluyó en el medio de cultivo de la línea celular correspondiente. 
Las células se centrifugaron a 1000 g durante 5 minutos y se 
sembraron en un matraz de cultivo celular de 75 cm2 para su 
posterior expansión. 
 
 Expansión celular 2.5.
Se procedió a la expansión del cultivo celular cuando la densidad 
de células alcanzó un 75 – 90 % de confluencia. Las células adheridas 
al recipiente de cultivo se lavaron con PBS y se añadió un volumen de 
2 ml de tripsina-EDTA para provocar la lisis proteica de las uniones 
entre la membrana y la superficie de cultivo, tras lo cual se incubaron 
5 minutos. Posteriormente, se neutralizó la digestión enzimática con 
el medio de cultivo correspondiente y se recogieron las células para 
ser cultivadas en uno o varios recipientes con el objetivo de tener la 
cantidad de células necesaria para los estudios correspondientes. 
 
 Criopreservación celular 2.6.
La criopreservación celular se llevó a cabo cuando los cultivos 
celulares alcanzaron una confluencia de alrededor del 75 %. Las 
células adherentes se lavaron con PBS y se añadió tripsina-EDTA 
para la proteólisis, tras lo que se incubaron 5 minutos. 
Posteriormente, se neutralizó la acción de este agente con el medio 
de cultivo correspondiente y se centrifugaron las células a 1000 g 
durante 5 minutos.  
El sedimento celular se resuspendió en FBS complementado con 
un 10 % de DMSO y se añadió a un vial de criogenización que se 
introdujo en un contenedor Mr. Frosty® (Nalgene). Tras su 
almacenamiento temporal de 24-48 horas en un ultracongelador 
de -80ºC dentro de este recipiente, las células se conservaron 
finalmente en nitrógeno líquido. 
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 Siembra celular en placas multipocillo 2.7.
Las células adherentes se lavaron con PBS y se añadió tripsina-
EDTA, se incubaron durante 5 minutos y esta enzima se neutralizó 
con el medio de cultivo correspondiente. Las células se centrifugaron 
a 1000 g durante 5 minutos. El sedimento se resuspendió en medio y 
una vez contado el número de células en la cámara de Neubauer, se 
sembraron en las placas de 96 o 384 pocillos a la densidad necesaria 
para la realización de los ensayos celulares. 
 
 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA HUMANA 3.
RECOMBINANTE INTERLEUQUINA 17A 
 
 Clonaje de la secuencia de la interleuquina 17A en 3.1.
un plásmido de expresión en células eucariotas 
La secuencia de la interleuquina 17A se obtuvo de GenScript en 
el vector pcDNA3.1+C-6His. La obtención de esta citoquina supone 
una herramienta de gran utilidad para activar el receptor 
IL-17RA/IL-17RC, dado que es su ligando endógeno. El vector de 
expresión contiene un promotor citomegalovirus (CMV) que 
posibilita la expresión del clon insertado en células de mamífero. 
También posee un gen de resistencia a la ampicilina y a la neomicina, 
que permiten seleccionar clones positivos en bacterias y células de 
mamífero, respectivamente. La presencia de seis histidinas en 
posición C-terminal de la secuencia de ADN circular permite 
purificar del clon mediante cromatografía de selección por afinidad 
utilizando  columnas o resinas de níquel. Finalmente, es importante 
destacar que la secuencia de la interleuquina contiene un sitio 
correspondiente al péptido señal entre las posiciones 1 y 23 
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(MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKA), que promueve el transporte de la 
proteína a sistemas de membrana y facilita su liberación extracelular 
(22,23) (figura 10). 
La secuencia de IL-17A se insertó en el sitio de clonaje múltiple 
entre las enzimas de restricción BamHI y XbaI. La secuencia 
traducida consta de 155 aminoácidos, cuyo peso molecular esperado 







Figura 10. (A) Mapa con la secuencia, atributos distintivos y sitios de 
reconocimiento de enzimas de restricción correspondientes al plásmido 
pcDNA3.1+C-6His utilizado para el clonaje de la citoquina IL-17A. Contiene un 
promotor citomegalovirus (CMV) para la expresión de regiones codificantes en 
células de mamífero. (B) Secuencia de aminoácidos de IL-17A insertada en el 
plásmido pcDNA3.1+C-6His entre los sitios de restricción reconocidos por las 
enzimas BamHI y XbaI. El fragmento de la secuencia que se corresponde con el 
péptido señal está subrayado en amarillo. 
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 Transformación de bacterias DH5α con el plásmido 3.2.
pcDNA3.1+C-6His-IL-17A 
Una vez obtenido el plásmido pcDNA3.1+C-6His-IL-17A se 
transformaron las bacterias competentes DH5α para producir ADN 
recombinante. Para ello se descongeló un vial de bacterias (50 µl) en 
hielo durante 10 minutos. Se añadieron 45 ng de pcDNA3.1+C-6His-
IL-17A al vial, se mezclaron e incubaron durante 30 minutos en 
hielo. Se produjo un choque térmico de 42 °C durante exactamente 
30 segundos y se dejó la mezcla en hielo durante 5 minutos. Se 
añadieron 950 µl de medio de cultivo rico en nutrientes SOC y se 
incubaron a 37 °C durante 60 minutos a 250 rpm. Finalmente, se 
sembraron las bacterias transformadas en placas de LB con agar 
(6 g/l) y 100 µg/ml de ampicilina, el antibiótico de selección. El 
crecimiento de colonias monoclonales se produjo tras haber sido 
incubadas a 37 °C durante la noche. 
 
  Cultivo en suspensión de bacterias para producir el 3.3.
ADN recombinante pcDNA3.1+C-6His-IL-17A  
Para producir el ADN recombinante pcDNA3.1+C-6His-IL-17A 
necesario para la producción de la proteína humana recombinante 
IL-17A se aisló una de las colonias monoclonales de bacterias 
competentes DH5α transformadas con el plásmido. Esta colonia se 
introdujo en 4 ml de medio de cultivo líquido: LB con 100 µg/ml de 
ampicilina. Se incubó en agitación a 37 °C durante 8 horas para su 
crecimiento. 
Transcurrido este tiempo, el minicultivo de bacterias 
transformadas con el vector pcDNA3.1+C-6His-IL-17A se diluyó en 
un matraz con 400 ml de medio LB líquido con 100 µg/ml de 
ampicilina. Este cultivo se dejó crecer toda la noche 
(aproximadamente 16 horas) a 37 °C en agitación para continuar 
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posteriormente con su purificación, tal y como se detalla en el 
apartado 3.4. 
 
 Purificación del plásmido pcDNA3.1+C-6His-IL-17A 3.4.
Para la purificación del plásmido pcDNA3.1+C-6His-IL-17A se 
empleó el kit NucleoBond® Xtra Midi EF (Macherey-Nagel), siguiendo 
las instrucciones proporcionadas por el fabricante. 
Una vez producido el crecimiento de las bacterias transformadas 
con pcDNA3.1+C-6His-IL-17A, se sedimentaron por centrifugación a 
5000 g durante 15 minutos a 4 °C. Se añadieron 8 ml de tampón RES-
EF para resuspender y se provocó la lisis de la pared bacteriana con 
8 ml de LYS-EF, compuesto por hidróxido sódico y el detergente 
dodecil sulfato sódico (SDS). Se neutralizaron con 8 ml de NEU-EF y 
se mezclaron e incubaron 5 minutos en hielo. Este tampón contiene 
acetato de potasio, que produce la precipitación del SDS como KDS 
(dodecil sulfato potásico), lo que causa la precipitación de las 
proteínas, el ADN cromosómico y otros restos de las bacterias, 
mientras que el ADN plasmídico permanece disuelto. Al mismo 
tiempo se equilibró la columna con 15 ml de tampón EQU-EF, y 
posteriormente se añadió el contenido de la muestra. Se lavó con 
5 ml de tampón FIL-EF, 35 ml de ENDO-EF y 15 ml de WASH-EF, de 
forma que se eliminaron las trazas de endotoxinas que pudieran 
quedar. 
Se eluyó el ADN plasmídico retenido en la columna con 5 ml de 
tampón ELU-EF. La elución se lleva a cabo mediante un cambio a pH 
alcalino y una concentración de sales elevada. De esta manera, las 
cargas positivas de la resina de intercambio aniónico de la columna 
que mantienen retenido el ADN mediante sus grupos fosfato se 
neutralizan y el plásmido puede liberarse. El ADN eluido se precipitó 
con 3,5 ml de isopropanol y se centrifugó 1 hora a 5525 g y a 4 °C. El 
precipitado se lavó con 2 ml de etanol al 70 % y se volvió a 
centrifugar 5 minutos a 5525 g a temperatura ambiente. Se decantó 
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el líquido y se dejó secar el sedimento, que se reconstituyó a 
continuación con 250 µl de agua libre de endotoxinas. Finalmente, se 
determinó la concentración de ADN mediante un espectofotómetro 
de microvolúmenes NanoDrop™ 2000. El ADN purificado se 
conservó en alícuotas de 1000 µg/ml a -20 °C para la realización de 
transfecciones. 
 
 Transfección del plásmido pcDNA3.1+C-6His-IL-17A 3.5.
y expresión de la proteína IL-17A humana recombinante 
en células HEK 293 
El plásmido pcDNA3.1+C-6His-IL-17A se transfectó en células 
HEK 293 de forma transitoria empleando el reactivo de transfección 
química PEI con el objetivo de producir IL-17A humana 
recombinante. Para ello, las células se sembraron en placas de cultivo 
de 150 mm (previamente tratadas con poli-D-lisina) con medio 
DMEM Glutamax™ complementado con un 10 % de suero fetal 
bovino y un 1 % de penicilina-estreptomicina. Se preparó una mezcla 
de transfección con 30 µg de ADN purificado y 120 µl de PEI (ratio 
ADN/PEI 1:4) en Opti-MEM®. La mezcla se incubó 20 minutos a 
temperatura ambiente para permitir la formación de complejos de 
ADN-lípidos catiónicos. Se añadió a las células lentamente, cuyo 
medio se cambió previamente a Freestyle™ 293 Expression Medium. 
Los cultivos celulares transfectados se incubaron a 37 °C y 5 % de 
CO2. Tras 48 horas se recogieron los sobrenadantes, que se 
centrifugaron a 3500 g, 10 minutos a 4 °C y se filtraron con una 
unidad de filtración con tamaño de poro de 0,22 µm. Se conservaron 
en un ultracongelador a -80ºC. 
 
 Purificación de IL-17A humana recombinante 3.6.
Las proteínas secretadas en los sobrenadantes procedentes de 
los cultivos celulares transfectados con el plásmido 
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pcDNA3.1+C-6His-IL-17A se concentraron con una unidad 
Amicon-15 3 kDa. La proteína IL-17A-His recombinante secretada al 
medio extracelular y, por lo tanto, enriquecida en esta fracción, se 
purificó mediante una columna HisTrap FF Crude de 5 ml en un 
sistema automatizado de cromatografía ÄKTA Start™. Para ello se 
empleó un método prediseñado de cromatografía por afinidad con un 
flujo de 3 ml/min, que incluye los pasos de equilibrado de la 
columna, inyección de la muestra de sobrenadantes, lavado de la 
fracción no unida y, finalmente, de elución fraccionada. La presencia 
de proteína en el fluido se monitorizó mediante un detector 
ultravioleta incorporado en el instrumento ÄKTA Start™. 
Una vez obtenidas las fracciones de elución donde se encuentra 
IL-17A-His se realizó un proceso de desalinización, de forma que se 
eliminó el exceso de NaCl y de imidazol de la muestra. Para ello se 
empleó un dispositivo Pur-A-Lyzer™ Maxi Dialysis Kit 
MWCO 3.5 kDa o una columna HiTrap Desalting siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez preparados los extractos, se 
almacenaron en un ultracongelador a -80 ºC. 
 
 Validación de la expresión de la proteína IL-17A-His 3.7.
mediante Western blot 
Las fracciones purificadas de IL-17A-His se analizaron mediante 
inmunodetección por Western blot. Se cuantificó la proteína 
purificada en solución mediante el método de Lowry modificado con 
el ensayo de proteínas DC™ de Bio-Rad. 
Se añadieron 6 µg de proteína total a un gel Bolt™ 4-12 % 
Bis-Tris Plus. Previamente se desnaturalizaron a 95 °C durante 
5 minutos en tampón de carga BOLT™ LDS 4X. Posteriormente, se 
llevó a cabo la separación de proteínas mediante electroforesis en 
tampón Bolt™ MES SDS a 165 V durante 30 minutos. 
La membrana Immun-Blot® PVDF Membrane se activó en 
metanol durante un minuto. Tanto el gel de proteínas como la 
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membrana se sumergieron en tampón de transferencia Towbin 
modificado. La transferencia semi-seca de las proteínas del gel a la 
membrana de transferencia se produjo a 15 V constantes durante 90 
minutos. 
Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavó con 
TBS-T y se bloqueó con BSA al 5 % en TBS-T durante 1 hora a 
temperatura ambiente y en agitación. La membrana se volvió a lavar 
con TBS-T y se incubó con el anticuerpo primario anti-IL17A de 
conejo (HPA052258) a 4 °C durante toda la noche a una dilución 
1 : 4000. Una vez transcurrido este tiempo, membrana se volvió a 
lavar con TBS-T y se incubó con el anticuerpo secundario anti-conejo 
ligado a HPR durante una hora a temperatura ambiente a una 
concentración de 1 : 5000.  
A continuación, la membrana se lavó con TBS-T. Se añadió el 
reactivo quimioluminiscente de detección (Amersham ECL Prime 
Western Blotting Detection Reagent) y se incubó durante un minuto. 
Para su revelado se emplearon las películas fotográficas de 
Amersham Hyperfilm ECL y los reactivos revelador y fijador GBX de 
Carestream Kodak®. 
 
 IDENTIFICACIÓN DE LIGANDOS DE IL-17A/IL-17RA 4.
MEDIANTE CRIBADO VIRTUAL 
 
Se realizó un cribado virtual de la quimioteca disponible en el 
grupo BioFarma para identificar potenciales ligandos de la 
interacción entre las proteínas IL-17A y el dominio A de su receptor 
IL-17R. Esta actividad se realizó con la colaboración del Dr. Christian 
Munteanu, profesor asociado de la Universidad de A Coruña, experto 
en quimioinformática. 
La quimioteca Biofarma se compone de 60 000 compuestos con 
propiedades fisicoquímicas similares a fármacos, con diversidad 
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estructural y biológica, que permite identificar hits para un amplio 
espectro de dianas farmacológicas (181). Así, contiene distintos 
conjuntos de compuestos que permiten su aplicación a diversos 
proyectos de descubrimiento de fármacos: fármacos de 
reposicionamiento, con alrededor de 5 000 medicamentos que 
alcanzaron fases clínicas, incluidos fármacos aprobados por la FDA y 
la EMA; bibliotecas químicas focalizadas a diferentes dianas 
terapéuticas, como quinasas, GPCR o canales iónicos; compuestos 
académicos incluidos tras acuerdos con diferentes grupos de 
investigación de química médica; productos aislados de diferentes 
extractos naturales; compuestos de la quimioteca de productos con 
actividad antitumoral del National Cancer Institute; y compuestos 
seleccionados de proveedores comerciales que cubran la mayor 
cantidad de espacio químico posible. 
De esta manera, el análisis in silico de la quimioteca Biofarma 
permite seleccionar los compuestos en función de su afinidad 
prevista para las dianas más representadas en la farmacopea, 
aumentando así las posibilidades de encontrar resultados positivos. 
Las predicciones obtenidas se resumen en la figura 10. 
 
 
Figura 10. Predicción de la actividad farmacológica de los compuestos de la 
quimioteca BioFarma sobre las dianas más representadas en la farmacopea. Imagen 
realizada por la autora. 
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Para generar una quimioteca focalizada a la interacción entre 
IL-17A e IL-17RA mediante un cribado virtual se generó un archivo 
SDF con la lista de moléculas correspondiente a la quimioteca 
BioFarma. Se generó un archivo phyton único en el que se 
convirtieron dichas moléculas de formato 2D a 3D mediante el 
software Babel. Se optimizaron manualmente y se transformaron a 
formato PDB 3D (Protein Data Bank). Posteriormente, las moléculas 
PDB se convirtieron a formato Vina PDBQT para poder ser utilizadas 
en el programa de simulación de unión a proteínas Autodock Vina 
(182) (figura 12). 
Por otro lado, se seleccionaron la estructuras de las proteínas 
diana correspondientes en PDB y se descargaron en formato PDB 3D, 
generando un archivo phyton. Se dividieron las múltiples 
conformaciones moleculares y se extrajo solo la parte proteica. Con 
el objetivo de utilizar el software Autodock Vina, las proteínas en 
PDB se convirtieron a un formato Vina PDBQT (figura 12).  
Las estructuras de las proteínas diana obtenidas de PDB para 
realizar el análisis por docking y cribado virtual fueron las siguientes: 
2VXS, 4HR9, 4HSA, 4QHU, 5HHV, 5HHX, 5HI3, 5HI4 y 5HI5; todas 
ellas disponibles en el momento de realización del estudio. 
Representan la interleuquina 17A libre y unida a diversos ligandos, 
así como la formación del complejo de esta proteína unida a la 
subunidad IL-17RA del receptor. 
Una vez obtenidas las moléculas de la quimioteca y las 
estructuras proteicas en el mismo formato Vina PDBQT, se creó una 
carpeta para cada par ligando-proteína diana, de archivos phyton. Se 
crearon carpetas de configuración Vina y se generaron archivos 
nuevos a partir de los ya obtenidos, que se separaron en grupos y se 
enviaron a BioCAI HPC, una cola de trabajo de computación en 
paralelo. De esta cola se extrajeron como resultados la energía de 
afinidad (AE) (kcal/mol) y un modelo gráfico de interacción 
correspondiente a cada par ligando-proteína diana (figura 12). 
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Figura 12. Esquema de la metodología para la realización de un docking con 
Autodock Vina. Esquema realizado por la autora. 
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 ENSAYO LABEL-FREE DE REDISTRIBUCIÓN DINÁMICA 5.
DE MASAS (DMR) 
 
 Fundamento de la tecnología de redistribución 5.1.
dinámica de masas 
La tecnología label-free de redistribución dinámica de masas 
(DMR) permite estudiar la unión entre proteínas o proteínas y 
moléculas sin necesidad de marcaje. Para ello se emplea un biosensor 
desarrollado por Corning® (tecnología Epic®) en formato de placa 
multipocillo y se realiza la lectura de la medida de DMR en el equipo 
EnSpire® Multimode Plate Reader.  
Cada uno de los 384 pocillos de las placas EnSpire-LFB® tiene un 
biosensor óptico integrado en el fondo. En dicho biosensor existe una 
red de refracción que sirve de guía de ondas resonantes entre las 
capas superior e inferior del mismo. 
Cuando la fuente de luz de longitud de onda amplia que se 
encuentra en el EnSpire® Multimode Plate Reader irradia la parte 
inferior de la placa, parte de esta luz se difracta con un ángulo 
dependiente de la longitud de onda (183). Para una longitud de onda 
muy estrecha, la luz se difracta en un ángulo muy amplio, de forma 
que estará en resonancia con la red de refracción, la cual actúa como 
guía de ondas resonantes (figura 13). 
La intensidad de la luz dentro de la red de refracción se 
distribuye perpendicularmente al fondo de la placa, y tiene una 
intensidad mayor en el centro de la red. Una pequeña parte de esta 
luz sale de dicha red hacia la parte inferior del pocillo. Así se forma la 
zona de interacción, que tiene unos 150 nm de altura desde el fondo 
del pocillo. Las condiciones de resonancia de este sistema óptico 
están condicionadas por cambios en el índice de refracción de la zona 
de interacción, de forma que la longitud de onda reflejada por el 
biosensor será sensible a alteraciones en la zona de interacción (183) 
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(figura 13). Los cambios en el índice de refracción de la zona de 
interacción del pocillo de la placa EnSpire-LFB® pueden deberse a la 
presencia o ausencia de proteínas o moléculas, a cambios 
conformacionales de la proteína, a tampones con distinto índice de 
refracción o a cambios en la temperatura. 
 
 
Figura 13. Biosensor óptico y fondo del pocillo de una placa EnSpire-LFB®. Cuando 
la fuente de luz longitud de onda amplia irradia el fondo de la placa, una parte de 
esta, de longitud de onda muy estrecha, se difracta en un ángulo muy amplio, en 
resonancia con la red de refracción. La longitud de onda reflejada y detectada por 
el sensor varía en función de los cambios en el índice de refracción en la zona de 
interacción. Imagen realizada a partir de Du et al., 2012 con el permiso de 
Cambridge University Press®. 
 
Los cambios que se producen en la zona de interacción de los 
pocillos de la placa EnSpire-LFB® se registran siguiendo un perfil 
cinético, de modo que se determina la influencia de cada uno de los 
componentes que hay en cada pocillo mediante variaciones en la 
longitud de onda reflejada. Debido a este perfil cinético, existen dos 
medidas de DMR: la lectura basal y la final. En la primera se 
establece el estado basal de cada pocillo (que solamente contiene la 
proteína diana inmovilizada), mientras que en la segunda se 
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determina la DMR una vez añadidos los ligandos, que generan una 
modificación en la proteína diana (figura 14). 
El biosensor óptico de las placas de 384 pocillos EnSpire-LFB® 
tiene dos sectores. Uno de ellos corresponde a un área de referencia 
donde las proteínas no pueden inmovilizarse, de modo que se utiliza 
como control para corregir efectos indeseados y de confusión debidos 
a moléculas libres o a cambios en la temperatura (185). Esto permite 
que la medida final de DMR únicamente se corresponda con la unión 
de un ligando a la proteína diana inmovilizada (figura 14). 
 
 
Figura 14. La proteína diana se inmoviliza sobre la superficie de acoplamiento 
amino de la placa, generalmente durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente se 
incuba dentro del EnSpire® Multimode Plate Reader y se realiza una lectura basal. 
Se adicionan los ligandos correspondientes y, si se unen, se incorporan a la masa 
localizada en la zona de interacción próxima al biosensor. Esto produce un cambio 
en la longitud de onda reflejada, que se detecta y cuantifica con el equipo 
EnSpire® Multimode Plate Reader. Imagen realizada a partir de Du et al., 2012 con 
el permiso de Cambridge University Press®. 
 
El biosensor de las placas EnSpire-LFB®	tiene un recubrimiento 
de un polímero de anhídrido maleico que, en un ambiente hidrofílico 
(generado con la activación de la placa), presenta numerosos grupos 
de ácido carboxílico. Estos grupos carboxílicos permiten la 
inmovilización de la proteína diana mediante acoplamiento de sus 
grupos amino (185). Para una buena inmovilización dicha proteína 
diana es necesario seleccionar el pH más adecuado de forma que sus 
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grupos amino se encuentren cargados positivamente. Sin embargo, 
es necesario evaluar que el pH seleccionado no impida su función 
biológica ni, por lo tanto, la unión de los ligandos a dicha proteína. 
 
 Desarrollo de un ensayo de unión a IL-17RA ECD 5.2.
basado en la tecnología de redistribución dinámica de 
masas 
Las placas de alta sensibilidad EnSpire-LFB® se activaron con 
EDC 400 mM y sulfo-NHS 100 mM diluidos en agua ultrapurificada 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
lavaron con agua ultrapurificada 4 veces, empleando los sistemas 
automatizados Multidrop™ Combi y el aspirador BioTek® 405 TS 
washer. Una vez terminados los lavados, se vació el contenido líquido 
de la placa para proceder a la inmovilización del receptor. 
La proteína utilizada para en este ensayo es IL-17RA ECD Fc, es 
decir, el dominio extracelular de la subunidad A del receptor de IL-17 
fusionada a un dominio Fc, en forma homodimérica. El dominio Fc 
(fragmento cristalizable) es el de una inmunoglobulina que permite, 
entre otras aplicaciones, la purificación de la proteína de fusión. En 
este caso, también podría facilitar la orientación de la proteína en 
ensayos de inmovilización, de forma que el dominio extracelular de 
IL-17RA quede lo más accesible posible para su unión con ligandos 
(186,187). 
Se probaron distintas concentraciones de IL-17RA ECD Fc para 
comprobar los valores de inmovilización a 5, 25, 50, y 75 µg/ml. 
Asimismo, se emplearon distintos tampones para valores pH 
diferentes de forma que se seleccionase el ideal para el proceso de 
inmovilización: citrato de sodio 20 mM a pH 4; acetato de sodio 
20 mM a pH 5; acetato de sodio 20 mM a pH 5,5; citrato de sodio 
20 mM a pH 6; y fosfato de sodio 20 mM a pH 7. 
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Tras añadir la proteína e incubar la placa toda la noche a 4 °C, 
esta se lavó con tampón de ensayo (PBS con 0,005 % de Tween 20, 
pH 7,4) con ayuda de los sistemas automatizados mencionados con 
anterioridad. La línea basal del ensayo de redistribución dinámica de 
masas se leyó tras 3 horas de incubación de la placa dentro del 
EnSpire® Multilabel Plate Reader a temperatura ambiente, de forma 
que se estabilizaron los sensores de la placa EnSpire®-LFB y el 
detector label-free DMR del equipo. 
Una vez obtenida la línea basal se añadieron concentraciones 
crecientes de preparado de IL-17A en un rango de concentración de 
proteína entre 0,078 µM y 2,5 µM en tampón de ensayo.	Por último, 
se realizó la lectura cinética final de la señal de DMR de 30 
repeticiones (1 cada 2 minutos). 
 
 Determinación de la unión de ligandos identificados 5.3.
por cribado virtual al receptor IL-17RA mediante 
redistribución dinámica de masas 
Se evaluó la posible unión al dominio extracelular de IL-17RA de 
los 67 compuestos de la quimioteca BioFarma seleccionados 
previamente mediante cribado virtual. 
Las placas de alta sensibilidad EnSpire-LFB® se activaron con 
EDC 400 mM y sulfo-NHS 100 mM diluidos en agua ultrapurificada 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
lavaron con agua ultrapurificada 4 veces, empleando los sistemas 
automatizados Multidrop™ Combi y el aspirador BioTek® 405 TS 
washer. Una vez terminados los lavados, se vació el contenido líquido 
de la placa para proceder a la inmovilización de IL-17RA ECD Fc. 
Tras añadir IL-17RA ECD Fc en tampón de inmovilización 
(acetato de sodio 20 mM a pH 5,5) e incubar la placa toda la noche a 
4 °C, esta se lavó con tampón de ensayo (PBS con 0,005 % de Tween 
20, pH 7,4) con ayuda de los sistemas automatizados mencionados 
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con anterioridad. La línea basal del ensayo de redistribución 
dinámica de masas se leyó tras 3 horas de incubación de la placa 
dentro del EnSpire® Multilabel Plate Reader a temperatura 
ambiente. 
Una vez obtenida la línea basal se añadieron los 67 compuestos 
seleccionados a una concentración de 20 µM en tampón de ensayo. 
Como control positivo, se añadió el preparado de IL-17A a una 
concentración de 1,7 µM y como control negativo se empleó tampón 
de ensayo. Por último, se realizó la lectura cinética final de la señal 
de DMR durante 30 repeticiones (1 cada 2 minutos) en el EnSpire® 
Multilabel Plate Reader. 
Los hits identificados se caracterizaron mediante curvas 
concentración-respuesta con concentraciones en un rango entre 
0,4 µM y 100 µM por triplicado según el protocolo descrito. Las 
diluciones de cada uno de los compuestos se realizaron en tampón de 
ensayo.	
 
 Análisis estadístico y procesamiento de datos de 5.4.
unión obtenidos mediante DMR 
Los resultados obtenidos de las medidas de DMR se expresaron 
como la media ± error estándar de la media (EEM). Las unidades de 
respuesta son los picómetros (pm) dado que se determina una 
distancia, concretamente, un cambio en el ángulo del índice de 
refracción. El análisis estadístico y procesamiento de datos se realizó 
en el programa informático GraphPad Prism® versión 6.0. 
La lectura basal de DMR consiste en 5 repeticiones de la línea 
basal, y se utiliza como referencia para la medida final de DMR. La 
variación en la longitud de onda a cada tiempo se denomina 
“respuesta” (R), y se obtiene restando la lectura basal (Sbasal a un 
tiempo de referencia tb) a la final (S). Dicha diferencia se mide en 
picómetros (pm) utilizando la fórmula mostrada a continuación: 
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𝑅 𝑡 = 𝑆 𝑡 − 𝑆!"#"$(𝑡!) 
 
Debido a que el biosensor de la placa EnSpire-LFB® tiene dos 
sectores, para cada tiempo, la señal se obtiene a partir de la 
diferencia entre el valor de la señal del área que permite la 
inmovilización (Sseñal) menos la señal correspondiente al área de 
referencia (Sreferencia). 
 
𝑆 𝑡 = 𝑆!"ñ!" 𝑡 − 𝑆!"#"!"$%&'(𝑡) 
Por lo tanto, el valor de respuesta (R) final para un tiempo (t) se 
obtiene de la siguiente manera: 
 
𝑅 𝑡 = 𝑆 𝑡 − 𝑆!"#"$ 𝑡! =
 [𝑆!"ñ!" 𝑡 − 𝑆!"#"!"$%&'(𝑡)] − [𝑆!"ñ!" !"#"$(𝑡!) − 𝑆!"#"!"$%&' !"#"$(𝑡!)]  
 
Para determinar el grado de inmovilización de la proteína diana 
en las placas EnSpire-LFB®	se cuantificó la diferencia entre la media 
de la señal de proteína inmovilizada durante la línea basal menos la 
media de la señal del tampón de inmovilización: 
 
𝑖𝑛𝑚𝑜𝑣𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑚 =




Para determinar la calidad del ensayo de DMR en la 
identificación de hits se utilizaron los parámetros de señal específica/ 
señal de fondo y el coeficiente de variación, así como el cálculo del 
valor de Z’, ampliamente aplicados en el desarrollo de ensayos de 
cribado de alto rendimiento (188). 
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La relación entre la señal específica y la señal de fondo considera 
la separación entre ambas señales, aunque no su variabilidad 
(188,189). Por otro lado, el coeficiente de variación (CV) sí informa 
sobre la variabilidad del ensayo, que debe ser menor o igual al 20 % 
para el control positivo y el negativo (189). 
 
señal específica/señal de fondo =  
promedio de la señal máxima
promedio de la señal mínima
  
El promedio de la señal máxima se corresponde con la media de 
los valores de respuesta del ligando endógeno IL-17A como control 
positivo, y el promedio de la señal mínima a los valores de tampón de 
ensayo (control negativo). 
El factor Z’ es el parámetro más indicativo de la calidad de un 
ensayo de cribado dado que proporciona información sobre la 
distribución de los datos y su magnitud. Z’ puede tener valores entre 
−∞ y 1. Un ensayo excelente, que separe bien las distribuciones de los 
controles positivo y negativo, tendría un valor de Z’ entre 0,5 y 1; y 
uno con una separación moderada, que considera aceptable, se 
encontraría con un Z’ entre 0 y 0,5 (189,190). 
 
𝑍! =  1 −  
3 ·  𝜎!"#$%&%'# + (3 ·  𝜎!"#$%&'())
𝜇!"#$%&%'# −  𝜇!"#$%&'()
 
 
Donde σcnegativo y µcnegativo, y σcpositivo y µcpositivo son los valores de 
desviación estándar de la respuesta y valor medio de la respuesta de 
los pocillos con tampón de ensayo y con IL-17A, respectivamente. 
Una vez analizada la calidad del ensayo y los datos 
correspondientes, el siguiente paso es establecer un criterio que 
permita decidir qué compuestos deberían ser hits. Una forma de 
establecer el umbral para ello puede ser la utilización de un número 
de desviaciones estándar (que habitualmente son tres) sumadas a la 
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media de los valores de todos los compuestos ensayados (191). En 
este trabajo se consideraron hits aquellos cuya respuesta superó el 
valor de la media más dos desviaciones estándar de la respuesta del 
conjunto de los compuestos ensayados. 
Para determinar la KD, es decir, la constante de disociación en el 
equilibrio, se utilizó el valor de respuesta resultado de la diferencia 
entre el valor máximo de señal y la línea basal. La KD proporciona el 
valor de concentración de compuesto para la cual la mitad de los 
sitios de unión están ocupados en el equilibrio. Se calcula a partir de 
la siguiente ecuación (modelo de regresión lineal) que describe el 
equilibrio de unión de un compuesto a la proteína en función del 
incremento de concentración de dicho compuesto: 




Donde R es la respuesta y X es la concentración de compuesto. 
Bmax es el máximo número de sitios de unión. 
 
 
 ENSAYO BIOFÍSICO DE RESONANCIA DE PLASMONES 6.
SUPERFICIALES (SPR) 
 
 Fundamento de la tecnología de resonancia de 6.1.
plasmones superficiales 
La resonancia de plasmones superficiales (SPR) es una 
tecnología que proporciona datos de unión, afinidad, cinética y 
especificidad entre biomoléculas sin necesidad de marcaje (se trata, 
por tanto, de una técnica label-free, como la redistribución dinámica 
de masas). 
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En los sistemas Biacore™ las interacciones de proteínas y/o 
moléculas se producen en un chip sensor extraíble y se monitorizan 
mediante un detector de SPR. La adición de muestras al chip sensor 
se realiza mediante un sistema de microfluídica que emplea 
volúmenes muy pequeños, del orden de pocos microlitros. Dicho 
sistema también permite añadir los tampones desde sus botellas 
correspondientes así como vaciar los líquidos residuales tras el 
procedimiento experimental. 
El sensor de los chips de SPR está formado por un portaobjetos 
de vidrio cubierto por una fina lámina de oro. El recubrimiento del 
chip de oro más frecuente consiste en una matriz de dextrano que 
sirve como sustrato para inmovilizar moléculas, puesto que 
proporciona un ambiente hidrofílico que favorece esta interacción. 
La molécula inmovilizada en la superficie del chip sensor se 
denomina ligando, y la inyectada en solución a un flujo continuo es 
el analito (192–194). 
La resonancia de plasmones superficiales es un fenómeno que 
ocurre cuando una fuente de luz polarizada incide sobre una fina 
capa conductora de metal (oro) en la interfaz entre dos medios con 
distinto índice de refracción (192,193). El metal refleja la luz, de 
modo que cambiando los ángulos de incidencia se observa que, para 
un determinado ángulo, la intensidad de luz reflejada alcanza un 
mínimo. Los electrones libres de la lámina de oro absorben la energía 
de los fotones, de forma que reducen la intensidad de luz reflejada y 
dan lugar a un campo de ondas evanescentes. El ángulo al que se 
produce la mayor pérdida de intensidad de luz reflejada se denomina 
ángulo de resonancia o descenso de SPR (192,193) (figura 15). 
La profundidad de penetración del campo evanescente no excede 
unos cientos de nanómetros (200-300 nm) y desciende 
exponencialmente con la distancia desde la superficie. El índice de 
refracción en las inmediaciones de la superficie de la lámina de oro 
varía cuando la masa adsorbida sobre este cambia. Las condiciones 
del campo de ondas evanescentes son muy sensibles a los cambios en 
dicho índice de refracción y, en consecuencia, lo son las condiciones 
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de SPR. Este cambio en el ángulo es proporcional a la masa de 
material unido y puede ser registrado a tiempo real, de modo que se 
proporciona información de la cinética de interacción (192,193) 
(figura 15). 
El resultado de la detección de los cambios en el índice de 
refracción y, por lo tanto, de la SPR, se muestra en un sensorgrama, 
que consiste en una representación de la respuesta frente al tiempo 
(192). Proporciona información sobre la tasa de interacción 
(asociación, disociación) y las constantes cinéticas, así como datos de 




Figura 15. Fundamento de la tecnología SPR. La proteína diana (ligando) se 
inmoviliza del chip sensor. Cuando las moléculas (analitos) se unen a esta, el índice 
de refracción próximo a la superficie cambia, alterando el ángulo de SPR, que 
marca un mínimo en la intensidad de luz reflejada. El cambio en el ángulo de SPR 
es proporcional a la masa de material unido. Imagen realizada a partir de Du et al., 
2012 con el permiso de Cambridge University Press®. 
	
 Evaluación de la interacción de los ligandos con 6.2.
IL-17RA mediante resonancia de plasmones superficiales 
El ensayo de resonancia de plasmones superficiales se llevó a cabo en 
un equipo Biacore S200 SPR. Esta tarea se desarrolló en colaboración 
del Dr. Kilian Huber, experto en química biológica del Departamento 
de Medicina Nuffield de la Universidad de Oxford. 
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La proteína (ligando) IL-17RA ECD Fc (25 µg/ml) se capturó en 
un chip sensor Series S CM5 mediante acoplamiento de grupos amino 
hasta alcanza un nivel de 10 000 unidades de respuesta (response 
units, RU) de proteína inmovilizada. El tampón de inmovilización 
utilizado fue acetato de sodio 10 mM a pH 5. Para la activación de los 
grupos químicos del chip Series S CM5 se utilizaron EDC 400 mM y 
sulfo-NHS 100 mM, previamente a la adición de la proteína. La 
superficie se desactivó utilizando hidrocloruro de etanolamina a 1 M. 
Uno de los canales del chip sensor se utilizó sin proteína 
inmovilizada, como referencia para el análisis de datos. 
El tampón de migración utilizado fue HEPES 20 mM, NaCl 
200 mM y Tween-20 al 0,05 %, pH 7,4 con un 3 % de DMSO. Los 
compuestos hit (analitos) se inyectaron a un flujo de 10 µl/min 
durante 60 segundos de unión, y el experimento se realizó a 15 °C. Se 
empleó un rango de concentraciones de cada compuesto de 0,078 µM 
a 50 µM.  
Como control de unión inespecífica o no-unión se utilizaron los 
compuestos  hit en el mismo rango de concentraciones sobre la unión 
a la proteína NUDT21 en las mismas condiciones que IL-17RA ECD 
Fc. Dichos ensayos de unión estaban validados para analitos 
conocidos a los que previamente se les había realizado una detallada 
caracterización.  
	
 Análisis y procesamiento de datos de SPR 6.3.
El análisis de datos se realizó mediante el software de GE 
Healthcare para calcular las constantes de unión. Se utilizó la 
corrección por solvente, que permite ajustar la respuesta de los 
compuestos evitando la interferencia de DMSO. 
Para establecer el nivel de inmovilización del ligando (proteína) 
que es necesario para obtener una respuesta determinada de analito 
se utilizó la siguiente ecuación, que tiene en cuenta los tamaños de 
ligando y analito (por lo tanto, su masa molecular, MM). El 
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parámetro de capacidad de unión del analito (Rmax, máxima 
respuesta) determina la respuesta esperada de los compuestos. 
Asumiendo una estequiometría de unión 1:1, la ecuación es la 
siguiente: 
𝑅!"#  𝑅𝑈 =
𝑀𝑀 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
𝑀𝑀 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑𝑜
 × 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑚𝑜𝑣𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑𝑜 (𝑅𝑈) 
 
Para la determinación de la afinidad de los compuestos por la 
proteína, se representó la respuesta en el equilibrio (Req) frente a la 
concentración de analito (C). La KD es la constante de disociación en 
el equilibrio, y la inversa de la de asociación, KA (KD=1/KA). 
𝑅!" =
𝐾! · 𝐶 · 𝑅!"#
𝐾! · 𝐶 + 1
	
 
 DETERMINACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE CITOQUINAS 7.
MEDIANTE INMUNOENSAYOS LUMINEX® 
 
 La tecnología Luminex® para la determinación de 7.1.
citoquinas con inmunoensayos multiplexados 
La tecnología Luminex® utiliza microesferas (magnéticas o no) 
que se caracterizan por tener el mismo radio (5,6 µm) pero distinta 
coloración fluorescente interna, la cual se limita a un espectro único 
entre rojos e infrarrojos. Dichas microesferas están recubiertas por 
anticuerpos de captura que unen el analito de interés. Con la adición 
de un anticuerpo de detección biotinilado se forma un sándwich 
antígeno-anticuerpo. A continuación, se añade estreptavidina 
conjugada con ficoeritrina (PE), la cual se une al anticuerpo de 
detección biotinilado, que permite la lectura en el equipo. En el caso 
del equipo MAGPIX®, las microesferas son magnéticas y emplea dos 
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LEDs: uno identifica el analito (el canal de fluorescencia de la 
coloración roja) y el segundo determina la magnitud de la señal de PE 
(recogida como la mediana de la intensidad de fluorescencia), que 
reflejará la cantidad de analito existente en las muestras (195,196) 
(figura 16). 
Dicha tecnología  permite realizar múltiples determinaciones de 
citoquinas en una única reacción dado que cada colección de 
microsferas tiene un espectro único. Además, la sensibilidad de 
detección es muy alta debido a que cada una de las microsferas está 
recubierta con hasta 100 000 anticuerpos de captura (195–197). 
 
 
Figura 16. Fundamento de los inmunoensayos de la tecnología Luminex®. Las 
microesferas magnéticas están recubiertas de anticuerpos de captura que se unen 
al analito de interés. Se añade un anticuerpo de detección biotinilado, que forma 
un sándwich con el primero y con estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE). Un 
imán en el analizador MAGPIX® captura las bolas magnéticas y dos LEDs las 
iluminan: uno identifica el analito y el otro determina la magnitud de la señal de 
PE, que se corresponderá con la cantidad de analito existente en la muestra. 
Imagen realizada por la autora. 
 
 Desarrollo de un ensayo de liberación de 7.2.
quimioquinas inflamatorias en células tumorales de colon 
La línea celular HT-29 (células humanas epiteliales de 
adenocarcinoma colorrectal) se ha empleado en la caracterización de 
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la actividad inhibitoria de anticuerpos monoclonales diseñados para 
neutralizar específicamente la IL-17A. Así, estos anticuerpos 
disminuyen la secreción de CXCL1 (también denominada GROα) en 
las células HT-29 estimuladas con IL-17A (198,199). Esto es posible 
debido a que las subunidades A y C del receptor de IL-17A se 
expresan ampliamente en tejido intestinal (200). 
La interlequina-17A actúa, asimismo, de forma sinérgica con el 
factor inflamatorio TNFα para aumentar la expresión de 
quimioquinas y citoquinas como CXCL1, IL-8, CCL20, CXCL5 e IL-6 
(178,201,202). Así, esta línea celular es un modelo experimental 
adecuado para cuantificar los cambios en la liberación de 
quimioquinas mediada por IL-17. 
Se sembraron 50 000 células por pocillo de la línea celular HT-29 
en medio McCoy’s 5A complementado con un de 10 % de FBS y un 
1 % de penicilina-estreptomicina en una placa de 96 pocillos 
transparente estéril tratada para cultivo celular. Se incubaron 24 
horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, se trataron con 50 ng/ml 
de IL-17A humana recombinante en ausencia o presencia de un 
rango de concentraciones del péptido anti-IL-17A 
IHVTIPADLWDWINK (172) de entre 15,6 nM y 1000 nM, diluido en el 
medio de cultivo indicado. Dicho péptido, con un peso molecular de 
1863,3 g/mol se empleó como control de inhibición de la función 
inflamatoria de IL-17A al unirse de forma potente y selectiva a su 
receptor en las células HT-29. Tras 24 horas de incubación, se 
recogieron los sobrenadantes y se congelaron a -80 °C. 
Los sobrenadantes de las células HT-29 tratadas con IL-17A con 
o sin péptido anti-IL-17A se utilizaron para determinar CXCL1 
mediante el kit Human ProcartaPlex® Simplex kit. En primer lugar, 
se definió el diseño de placa para consecutivamente añadir las 
microsferas magnéticas (disueltas en el tampón de lavado 
proporcionado en el kit). Se lavaron con ayuda del aspirador BioTek® 
405 TS washer y un imán, que impidió que las  microsferas fueran 
aspiradas al retirar el volumen de lavado. A continuación, se 
añadieron las muestras y el estándar correspondiente a CXCL1. Se 
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selló la placa con una película adhesiva y se tapó con una tapa opaca 
y se incubó toda la noche a 4 °C. 
Al día siguiente, se agitó la placa durante 30 minutos a 500 rpm a 
temperatura ambiente, y se lavó siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente. Se añadió el anticuerpo de detección correspondiente 
(en el disolvente de anticuerpo de detección), y se incubó 30 minutos 
en agitación a 500 rpm. Una vez transcurrida la incubación, se volvió 
a lavar y se añadió estreptavidina conjugada con ficoeritrina (SAPE), 
que se incubó 30 minutos a 500 rpm. Posteriormente, se lavó y se 
añadió el tampón de lectura, que se incubó durante 5 minutos a 
500 rpm. Finalmente, se procedió a la lectura (previa definición del 
protocolo para cuantificar CXCL1) en el instrumento Luminex® 
MAGPIX®. 
 
 Evaluación de la actividad inhibitoria de los 7.3.
ligandos de IL-17A/IL-17RA en un ensayo de liberación de 
CXCL1 en la línea celular HT-29  
Se sembraron 50 000 células por pocillo de la línea celular HT-29 
en medio McCoy’s 5A complementado con un de 10 % de FBS y un 
1 % de penicilina-estreptomicina en una placa de 96 pocillos 
transparente estéril tratada para cultivo celular. Se incubaron 24 
horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, se trataron con 50 ng/ml 
de IL-17A humana recombinante en presencia de un rango de 
concentraciones ligandos entre 1,56 µM y 100 µM, diluidos en el 
medio de cultivo indicado. Tras 24 horas de incubación, se 
recogieron los sobrenadantes y se congelaron a -80 °C. 
Los sobrenadantes de las células HT-29 tratadas con IL-17A y los 
compuestos hit se utilizaron para la determinación de CXCL1 
mediante el kit Human ProcartaPlex® Simplex kit, siguiendo el 
protocolo descrito en el apartado 7.2.  
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 Desarrollo de un ensayo de liberación de 7.4.
quimioquinas inflamatorias en queratinocitos humanos 
Las células HaCaT se utilizan ampliamente como modelo de 
queratinocitos humanos, dado que se trata de una línea celular 
espontánea y no tumoral, con morfogénesis normal y que expresa la 
mayoría de marcadores de superficie (203–205). 
Los queratinocitos humanos son la población celular de la piel 
que más expresa el receptor de IL-17. IL-17 induce la producción de 
citoquinas proinflamatorias en las células HaCaT, como IL-8, CXCL1 
y CXCL5 (206,207). La activación sinérgica de IL-17A junto con TNFα 
en queratinocitos humanos incrementa la secreción de quimioquinas 
como IL-8 y CCL20 (208–210). Se trata, en consecuencia, de un 
modelo experimental adecuado para caracterizar la actividad de los 
ligandos de IL-17A/IL-17RA en un contexto biológico muy cercano al 
perfil clínico de desarrollo de agentes biológicos anti-IL-17 
autorizados para el tratamiento de algunas enfermedades 
autoinmunes como la psoriasis. 
Se sembraron 12 500 células por pocillo de la línea celular HaCaT 
en medio DMEM GlutaMAX® complementado con un de 10 % de FBS 
y un 1 % de penicilina-estreptomicina en una placa de 96 pocillos 
transparente estéril tratada para cultivo celular. Se incubaron 
durante 24 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, se trataron 
con 100 ng/ml de IL-17A recombinante humana y 10 ng/ml de TNFα 
en ausencia o presencia de un rango de concentraciones del péptido 
anti-IL-17A (172) entre 15,6 nM y 1000 nM, diluidos en el medio de 
cultivo indicado. Tras 24 horas de incubación, se recogieron los 
sobrenadantes y se congelaron a -80 °C. 
Los sobrenadantes de las células HaCaT tratadas con IL-17A y 
TNFα con o sin péptido anti-IL-17A se utilizaron para determinar la 
presencia de CCL20 e IL-8 mediante el kit Human ProcartaPlex® 
Simplex kit. En primer lugar, se definió el diseño de placa para 
consecutivamente añadir las microsferas magnéticas (disueltas en el 
tampón de lavado proporcionado en el kit). Se lavaron con ayuda del 
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aspirador BioTek® 405 TS washer y un imán, que impidió que las  
microsferas fueran aspiradas al retirar el volumen de lavado. A 
continuación, se añadieron las muestras y los estándares 
correspondientes a CCL20 e IL-8. Se selló la placa y se incubó toda la 
noche a 4 °C. 
Al día siguiente, la placa se agitó durante 30 minutos a 500 rpm a 
temperatura ambiente, y se lavó siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente. Se añadieron los anticuerpos de detección 
correspondientes (en el disolvente de anticuerpo de detección), y se 
incubaron 30 minutos en agitación a 500 rpm. Una vez transcurrida 
la incubación, se volvió a lavar y se añadió estreptavidina conjugada 
con ficoeritrina (SAPE), que se incubó 30 minutos a 500 rpm.  
Posteriormente, se lavó y se añadió el tampón de lectura, que se 
incubó durante 5 minutos a 500 rpm. Finalmente, se procedió a la 
lectura (previa definición del protocolo para cuantificar CCL20 e IL-
8) en el instrumento Luminex® MAGPIX®. 
 
 Evaluación de la actividad inhibitoria de los 7.5.
ligandos en un ensayo de liberación de IL-8 y CCL20 en la 
línea celular HaCaT 
Se sembraron 12 500 células por pocillo de la línea celular HaCaT 
en medio DMEM GlutaMAX® complementado con un de 10 % de FBS 
y un 1 % de penicilina-estreptomicina en una placa de 96 pocillos 
transparente estéril tratada para cultivo celular. Se incubaron 24 
horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, se trataron con 
100 ng/ml de IL-17A recombinante humana y/o 10 ng/ml de TNFα en 
presencia de un rango de concentraciones de los ligandos de 
IL-17A/IL-17RA entre 1,56 µM y 100 µM, diluidos en el medio de 
cultivo indicado. Tras 24 horas de incubación, se recogieron los 
sobrenadantes y se congelaron a -80 °C. 
Los sobrenadantes de las células HaCaT tratadas con IL-17A y/o 
TNFα con los ligandos se utilizaron para la determinación de CCL20 e 
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IL-8 mediante el kit Human ProcartaPlex® Simplex kit, siguiendo el 
protocolo descrito en el apartado 7.4.  
 
 Análisis y procesamiento de datos de liberación de 7.6.
quimioquinas mediante Luminex® 
Los resultados de la cuantificación de citoquinas mediante la 
tecnología Luminex® se proporcionan como la mediana de la 
intensidad de fluorescencia (Median Fluorescence Intensity, MFI). Los 
resultados de MFI se expresaron como la media ± error estándar de la 
media (EEM). La concentración de las muestras de Luminex se 
calcula a partir de la representación de los datos de concentración de 
los estándares correspondientes frente a la MFI generada para cada 
uno de ellos. 
La potencia de inhibición de los ligandos y el péptido anti-
IL-17A se determinó mediante el cálculo de la IC50, es decir, la 
concentración de molécula necesaria para reducir la respuesta 
agonista al 50 % de la respuesta máxima. La IC50 se determinó a 
partir de curvas concentración-respuesta (sigmoideas) ajustadas a un 
modelo de regresión lineal, según la siguiente ecuación: 
 
𝑌 = 𝑅!í! +  
(𝑅!á! − 𝑅!í!)
1 + 10!"# !"!"!! ∙!"#$%"#&"
 
 
Donde Rmáx y Rmín definen las respuestas máxima y mínima de 
cada curva, respectivamente. El análisis se realizó en el programa 
informático GraphPad Prism® versión 6.0. 
La comparación estadística entre grupos se realizó en conjuntos 
de datos que se ajustaron a una distribución normal, resultado de al 
menos tres experimentos independientes. Se empleó un análisis de 
varianza (ANOVA). La significación estadística se estableció en 
α = 0,05. 
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 LOS QUERATINOCITOS HACAT COMO MODELO IN 8.
VITRO DE PIEL  
 
Con el objetivo de analizar la morfología de los queratinocitos de 
la línea celular HaCaT se sembraron 5 000 células por pocillo en una 
placa de 96 pocillos CellCarrier-96 Ultra negra con el fondo 
transparente. El medio utilizado fue DMEM GlutaMAX® 
complementado con un 10 % de FBS y un 1 % de penicilina-
estreptomicina. Se incubaron 24 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Al día 
siguiente se cambió su medio de cultivo (control sin tratar) o se 
trataron con 250 ng/ml de IL-17A recombinante humana durante 24 
horas. 
Una vez transcurrido el día de tratamiento, se aspiró el medio y 
se fijaron las células con paraformaldehido al 4 % en PBS. Se 
incubaron 10 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con PBS. 
Una vez fijadas, se permeabilizaron con PBS con el 0,1 % de Tritón 
X-100 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron con 
PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con 
tampón de bloqueo: BSA al 1 %, glicina a 22,52 mg/ml en PBS con el 
0,1 % de Tween 20 (PBS-T). A continuación, se añadió el anticuerpo 
de conejo anti-citoqueratina 17 diluido en el tampón de dilución 
(PBS-T con BSA al 1 %) a una concentración de 1 : 500, que se incubó 
toda la noche a 4 °C.  
Al día siguiente, se lavó la placa y se añadió el anticuerpo 
secundario de cabra anti-conejo Alexa Fluor® 647 a una dilución de 
1 : 1000 en el tampón de dilución. Se incubó una hora a temperatura 
ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo, se lavó la placa y se 
añadieron los colorantes Hoechst 33342 y Phalloidin Atto Alexa 
Fluor® 565 diluidos en PBS a 1 : 4000 y 1 : 400, respectivamente. Se 
incubaron 30 minutos y se lavaron con PBS. 
Posteriormente, se procedió a la toma de imágenes en el 
microscopio de alto contenido Operetta™. Se utilizaron un objetivo 
de 20 aumentos y 5 campos por pocillo. 
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Se eligieron cuatro canales para la toma de fotografías, cuya 
compatibilidad se comprobó con la aplicación SpectraViewer® 
(figura 17): un campo claro (brightfield); un canal de excitación a 
630 nm y emisión a 660 nm (Alexa Fluor® 647), para la citoqueratina 
17; un canal de excitación a 350 nm y emisión a 445 nm, para los 
núcleos celulares (Hoechst); y un canal de excitación a 570 nm y 
emisión a 615 nm para marcar el citoesqueleto con faloidina (Alexa 
Fluor® 565). 
Para el análisis de imagen se utilizó el programa Harmony® 
(Perkin Elmer). Se extrajeron los datos de intensidad total de 
fluorescencia en la célula Alexa Fluor® 647 (que se corresponde con 
el marcaje de la citoqueratina-17) y se calculó el ratio entre la 
intensidad de fluorescencia y el número de células de cada pocillo. 
 
 
Figura 17. Espectros de excitación (líneas de puntos) y emisión (líneas continuas) 
de los distintos marcajes fluorescencentes utilizados para la obtención de 
imágenes de microscopía de los queratinocitos HaCaT mediante SpectraViewer®. 
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 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE QUIMIOQUINAS Y 9.
PROTEÍNAS DE LA CASCADA INFLAMATORIA DE 
IL-17RA 
 
 Expresión genética de quimioquinas y proteínas de 9.1.
la cascada inflamatoria de IL-17RA mediante Taqman® 
La RT-qPCR (reacción en cadena de la polimerasa inversa a 
tiempo real) es una de las técnicas de análisis de expresión génica 
más potentes y sensibles. Al medir la cantidad de ARN total de una 
muestra se puede cuantificar el nivel al que está expresando un gen 
determinado. Así, se monitoriza a tiempo real la cantidad de ARN 
amplificado (previa transcripción inversa a ADNc), mediante su 
marcaje fluorescente: el incremento de esta señal será proporcional a 
la cantidad de ADN producida en cada ciclo de PCR, que se amplifica 
de forma exponencial (211). Como referencia se suele utilizar un gen 
de expresión constitutiva, que es el resultado de la interacción entre 
la ARN polimerasa y el promotor, sin necesidad de regulación 
adicional. Dichos genes se caracterizan por tener niveles de 
expresión constante en todas las células y condiciones de un mismo 
organismo y, por lo tanto, son útiles para analizar los cambios en los 
niveles de expresión provocados por estímulos farmacológicos y 
genéticos. 
La RT-qPCR contienen una molécula indicadora fluorescente 
(fluoróforo) que permite monitorizar la acumulación del producto 
PCR resultado de la transcripción inversa de una secuencia de ARN 
mensajero (ARNm) a ADN complementario (ADNc). Es el caso de la 
tecnología TaqMan® (212,213). Una sonda Taqman® contiene un 
fluoróforo unido al extremo 5’ y un quencher no fluorescente en el 
extremo 3’. También puede presentar un Minor Groove Binder (MGB) 
en el extremo 3’, que permite incrementar la temperatura de sin 
incrementar la longitud de la sonda (214,215). 
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La sonda Taqman® se une específicamente a una secuencia 
complementaria de ADNc entre los cebadores sentido y antisentido 
(figura 18). Esta no emite fluorescencia debido a la supresión 
ocasionada por la proximidad del quencher al fluoróforo. Cuando la 
ADN polimerasa corta la sonda hibridada al ADNc (actividad 5’ 
nucleasa durante la fase de extensión) el fluoróforo se separa del 
quencher, lo que permite que el primero emita fluorescencia. Esto 
solamente ocurre si la secuencia de ADNc y la sonda son 
complementarias y se amplifican durante la PCR. Finalmente, la 
polimerización de la cadena continúa. Los fluoróforos se van 
liberando de sus respectivas sondas en cada ciclo, resultando en un 
incremento de intensidad de fluorescencia proporcional a la cantidad 
de amplicón producido y, en consecuencia, cuanto mayor sea el 
número de copias del ADNc diana, antes se producirá un incremento 
significativo en la fluorescencia que supera el umbral de detección. 
El ciclo de PCR en el que se supera el valor umbral definido se 
denomina CT (212,213). 
De esta manera, CT es la herramienta cuantitativa empleada para 
la cuantificación de la expresión génica. Para ello, es necesario 
recurrir a un gen de referencia, que permanece invariable 
independientemente de las circunstancias biológicas. Es el caso de 
36B4, un gen que codifica una proteína constitutiva de la subunidad 
mayor del ribosoma (216,217). Este gen de referencia es fundamental 
en uno de los métodos más utilizados para las RT-qPCR, el método 
comparativo de CT, también conocido como 2-ΔΔCT (212). 
  








Figura 18. Fundamento de la tecnología Taqman® para la cuantificación de la 
expresión génica. La sonda Taqman® se une específicamente a una secuencia 
complementaria de ADNc entre los cebadores sentido y antisentido (A). Esta no 
emite fluorescencia debido a la supresión ocasionada por la proximidad del 
quencher al fluoróforo (B). Cuando la ADN polimerasa corta la sonda hibridada al 
ADNc, el fluoróforo se separa del quencher, lo que permite que el primero emita 
fluorescencia (C). Esta será proporcional al número de copias de ADNc.  
Finalmente, la polimerización de la cadena continúa (D). Imagen realizada por la 
autora. 
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 Estimulación de vías inflamatorias, obtención de 9.2.
lisados y aislamiento y purificación de ARN 
Se sembraron 500 000 células por pocillo de la línea celular 
HaCaT en medio DMEM GlutaMAX® complementado con un de 10 % 
de FBS y un 1 % de penicilina-estreptomicina en una placa de 6 
pocillos transparente estéril tratada para cultivo celular. Se 
incubaron 24 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, se 
añadieron los correspondientes estímulos proinflamatorios: control 
negativo sin estímulos; 100 ng/ml de IL-17A recombinante humana y 
10 ng/ml de TNFα; 100 ng/ml de IL-17A; o 10 ng/ml de TNFα. En el 
caso de las células HaCaT tratadas con 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα se utilizaron también los ligandos CBG040591 y 
CBG060392, así como el péptido anti-IL-17A (172) a concentraciones 
de 100 µM y 1 µM, respectivamente. 
Tras 24 horas de incubación, se tripsinizaron las células y se 
sedimentaron mediante centrifugación a 1000 g durante 5 minutos. 
Se lavaron con PBS y se volvieron a sedimentar, y estas células se 
utilizaron para aislar ARN. 
Para ello se empleó el RNeasy Mini Kit de Qiagen, que se basa en 
el empleo de columnas cromatográficas con una membrana de sílice 
que adsorbe las moléculas de ARN. En primer lugar, se añadió 
tampón de lisis RLT® al sedimento celular y se homogeneizó 
mediante aguja de 20 Gauge y jeringa. Se añadió etanol al 70 % y se 
mezcló por pipeteo. Esta mezcla se transfirió a la columna de 
purificación del kit y se centrifugó durante 15 segundos a 10 000 g. Se 
descartó el filtrado y se añadió tampón de lavado RW1® a la 
columna, que se centrifugó en las mismas condiciones que el caso 
anterior. Se añadió tampón de lavado RPE® dos veces, ambas 
sucedidas por una centrifugación de 15 segundos y 2 minutos, 
respectivamente. Posteriormente, se cambió el tubo recolector de la 
columna por uno limpio y se centrifugó a máxima velocidad durante 
1 minuto para eliminar posibles restos de tampones de lavado. 
Finalmente, se añadieron 40 µl de agua libre de RNasas para eluir el 
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ARN, y se centrifugó la columna durante 1 minuto a 10 000 g. Se 
determinó la concentración de ARN mediante un espectofotómetro 
de microvolúmenes NanoDrop 2000™, y este ARN purificado se 
conservó a -80 °C. 
 
 RT-qPCR de CCL20 y CXCL8, CEBPB y ZC3H12A 9.3.
Para llevar a cabo la cuantificación de la expresión de ARN de las 
citoquinas proinflamatorias CCL20 y CXCL8 y de las proteínas de la 
cascada inflamatoria C/EBPβ y Regnasa-1 (ZC3H12A) en las células 
HaCaT tratadas previamente se empleó el kit EXPRESS One-Step 
SuperScrip® RT-qPCR de Invitrogen. Este proporciona los 
componentes necesarios para realizar en un solo paso la 
transcripción inversa, es decir, la síntesis de ADNc a partir del ARN 
purificado y una PCR cuantitativa (RT-qPCR). 
Así, se emplearon los reactivos del kit Express superscript qPCR 
supermix universal, Express superscript mix for one step qPCR y ROX 
(colorante de referencia). También se utilizaron dos cebadores y una 
sonda del gen humano de referencia 36B4 marcada con VIC™ (que 
codifica la proteína 36B4), y las sondas TaqMan® correspondientes 
marcadas con amidita de fluoresceína (FAM): CCL20 
(Hs00355476_m1), CXCL8 (Hs00174103_m1), CEBPB 
(Hs00270923_s1) y ZC3H12A (Hs00962356_m1). 
En una placa MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate se 
añadieron 9 µl de la mezcla de reactivos mencionada con el volumen 
de reacción para 10 µl que se detalla en la tabla 2. Se añadió 1 µl del 
ARN correspondiente: control negativo; 100 ng/ml de IL-17A con 
10 ng/ml de TNFα; IL-17A; TNFα; o IL-17A y TNFα en presencia de 
los ligandos CBG040591, CBG060392 o el péptido anti-IL-17A.  
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Tabla 2. Componentes de la reacción para la cuantificación de la expresión de 
CCL20, CXCL8, CEBPB y ZC3H12A en células HaCaT mediante RT-qPCR (volumen 
final de 10 µl). 
Componente Volumen (µL) 
Cebador 1 36B4 0,2 
Cebador 2 36B4 0,2 
Sonda 36B4 - VIC 0,02 
Express superscript qPCR supermix universal 5 
Express superscript mix for one step qPCR 1 
Colorante Rox 0,04 
Sonda TaqMan - FAM 0,5 
Agua ultrapurificada estéril 2,04 
 
Una vez añadidas las muestras de ARN y la mezcla de la sonda 
correspondiente (CCL20, CXCL8, CEBPB o ZC3H12A) a la placa, esta 
se cubrió con una lámina adhesiva MicroAmp™ Optical Adhesive 
Film y se centrifugó para asegurar que todo el líquido se encontraba 
en el fondo del pocillo. 
La placa se introdujo en el instrumento QuantStudio® 12K Flex 
Real-Time PCR y se utilizó el protocolo diseñado para los ensayos. 
Así, se incluyeron las sondas 36B4-VIC (quencher TAMRA), CCL20-
FAM (quencher MGB) y CXCL8-FAM (quencher MGB). En el caso de la 
determinación de CEBPB se incluyeron las sondas 36B4-VIC 
(quencher TAMRA) y CEBPB-FAM (quencher MGB); y en el de la 
expresión de Regnasa-1 las sondas utilizadas fueron 36B4-VIC 
(quencher TAMRA) y ZC3H12A-FAM (quencher MGB). 
Los tiempos y temperaturas para la PCR a tiempo real fueron los 
siguientes: 15 minutos a 50 °C (tiempo para la transcripción inversa 
del ARN); 20 segundos a 95 °C; y 40 ciclos de 3 segundos a 95 °C y 30 
segundos a 60 °C. 
 
ELIA ÁLVAREZ COIRADAS 
140 
 Análisis y procesamiento de los datos de expresión 9.4.
génica 
Para cuantificar la expresión de CCL20, CXCL8, CEBPB y 
ZC3H12A se utilizó el parámetro ΔCT, que se obtuvo a partir del 
programa informático de QuantStudio® 12K Flex Real-Time PCR. 
Este indica la diferencia entre el número de ciclos en los que la señal 
fluorescente de las sondas marcadas con FAM superó el umbral 
(sonda para los genes CCL20, CXCL8, CEBPB o ZC3H12A) y el número 
de ciclos en los que el umbral fue superado por la sonda marcada con 
VIC (gen de referencia, 36B4) (216,217). 
Con el objetivo de cuantificar las variaciones debidas a la 
estimulación de las células HaCaT (en presencia o ausencia de 
compuesto o péptido) se empleó la diferencia de ΔCT entre dos 
condiciones (siendo la condición control la de las células HaCaT no 
tratadas). Para el cálculo del parámetro que determina esta 
diferencia, ΔΔCT, se empleó el programa Microsoft Excel. El cambio 
en los niveles expresión se determinó mediante 2-ΔΔCT según la 
siguiente ecuación (212): 
 
2!!!!! = 𝐶!!"# − 𝐶!!"!! !"#$%&' − 𝐶!"#$ − 𝐶!!"!! !"#$%"& !"#$%&'( 
 
Para la comparación entre los datos de expresión de los distintos 
tratamientos de las células HaCaT se utilizó un análisis de varianza 
(ANOVA). La significación estadística se estableció en α = 0,05. 
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 EFECTO DE LOS LIGANDOS DE IL-17A/IL-17RA SOBRE 10.
LA SEÑALIZACIÓN INFLAMATORIA INTRACELULAR 
EN QUERATINOCITOS HUMANOS 
 
 Activación e inhibición de la inflamación de la 10.1.
señalización intracelular y preparación de lisados  de 
queratinocitos humanos 
Se sembraron células HaCaT en medio DMEM GlutaMAX® 
complementado con un de 10 % de FBS y un 1 % de penicilina-
estreptomicina en una placa de 100 mm de diámetro para cultivo 
celular. Se incubaron hasta obtener un 75 % de confluencia a 37 °C y 
5 % de CO2. Posteriormente, se añadieron los correspondientes 
estímulos proinflamatorios: control negativo sin estímulos; 
100 ng/ml de IL-17A recombinante humana y 10 ng/ml de TNFα en 
ausencia o presencia de los ligandos CBG040591 o CBG060392 a 
concentraciones de 100 µM. 
Tras la mencionada incubación, se lavaron con PBS frío y se 
despegaron las células con ayuda de un rascador en presencia de 1 ml 
de tampón de lisis: 1 ml de tampón RIPA con un 1 % de PMSF, un 1 % 
de ortovanadato de sodio, un 1 % del cóctel de inhibidores de 
proteasas, y un comprimido de inhibidores de fosfatasas PhosSTOP™ 
por cada 10 ml de tampón de lisis. 
Los lisados se introdujeron en un agitador orbital durante 1 hora 
a 4 °C. Posteriormente, se centrifugaron a 16099 g (12 000 rpm) 
durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se conservó a -80 °C. 
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 Determinación de NF-κΒ p65 e IκΒα totales y 10.2.
fosforiladas mediante estudios de Western blot 
Se cuantificó la cantidad de proteína de los lisados de células 
HaCaT mediante el método de Lowry modificado con el ensayo de 
proteínas DC™ de Bio-Rad. 
Se añadieron 10 µg de proteína total a un gel Bolt™ 4-12 % Bis-
Tris Plus. Previamente se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos 
en tampón de carga BOLT™ LDS 4X. Posteriormente, se llevó a cabo 
la separación de proteínas mediante electroforesis en tampón 20X 
Bolt™ MES SDS a 135 V durante 50 minutos. 
La membrana Immun-Blot® PVDF Membrane se activó en 
metanol durante un minuto. Tanto el gel de proteínas como la 
membrana se sumergieron en tampón de transferencia Towbin 
modificado. La transferencia semi-seca de las proteínas del gel a la 
membrana de transferencia se produjo a 15 V constantes durante 90 
minutos. 
Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavó con 
TBS-T y se bloqueó con BSA al 5 % en TBS-T durante una hora a 
temperatura ambiente y en agitación. La membrana se volvió a lavar 
con TBS-T y se incubó en agitación con uno de los anticuerpos 
primarios indicados en la tabla 3 a 4 °C durante toda la noche. Se 
empleó como control de carga el anticuerpo anti-tubulina ligado a 
HRP a una dilución de 1 : 20 000. Una vez transcurrido este tiempo, 
la membrana se volvió a lavar con TBS-T y se incubó con el 
anticuerpo secundario correspondiente (tabla 3) ligado a HPR 
durante una hora a temperatura ambiente. 
A continuación, la membrana se lavó con TBS-T. Se añadió el 
reactivo quimioluminiscente de detección (Amersham ECL Prime 
Western Blotting Detection Reagent) y se incubó durante un minuto. 
Para su revelado se emplearon las películas fotográficas de 
Amersham Hyperfilm ECL y los reactivos revelador y fijador GBX de 
Carestream Kodak®. 
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Tabla 3. Anticuerpos y concentraciones utilizadas en la determinación de 
NF-κΒ p65 e IκΒα totales y fosforiladas. 
Anticuerpos primarios Especie Dilución 
NF-κΒ p65 conejo 1 : 1000 
fosfo-NF-κΒ p65 (Ser536) conejo 1 : 1000 
IκΒα ratón 1 : 1000 
fosfo-IκΒα (Ser32)  conejo 1 : 1000 
 
Anticuerpos secundarios  Dilución 
anti-conejo ligado a HPR 1 : 5000 
anti-ratón ligado a HPR 1 : 5000 
 
 Análisis y procesamiento de datos de expresión 10.3.
mediante Western blot 
Se empleó el programa informático ImageJ para cuantificar la 
densidad de las bandas en la membrana de Western blot. 
Para la comparación entre las bandas de los distintos 
tratamientos de las células HaCaT se utilizó un análisis de varianza 
(ANOVA). La significación estadística se estableció en α = 0,05. 
 
  







































 IDENTIFICACIÓN DE LIGANDOS MEDIANTE ESTUDIOS 1.
DE UNIÓN IN SILICO 
 
Con el objetivo de identificar ligandos que bloqueen la unión de 
la interleuquina 17A a la subunidad A de su receptor se utilizaron 
estudios in silico. Esto permitiría obtener una quimioteca focalizada 
para realizar un cribado mediante un ensayo primario. 
Para ello, los 60 000 compuestos disponibles en la quimioteca 
del grupo BioFarma se probaron sobre las nueve estructuras 
existentes en la base de datos PDB en el momento de realizar el 
estudio: 2VXS, 4HR9, 4HSA, 4QHU, 5HHV, 5HHX, 5HI3, 5HI4 y 5HI5. 
Tras haber realizado el estudio de unión global de todas las 
moléculas y la descripción de sus correspondientes interacciones con 
las proteínas de cada estructura, se obtuvieron 67 hits, al establecer 
un umbral de energía de afinidad (AE) de -8,8 kcal/mol (se muestra 
una selección de los ligandos con el mayor número de dianas y la 
menor enería de afinidad en la tabla 4). Dichos hits se consideraron 
potenciales ligandos de la interleuquina 17A y/o de su receptor y, en 








Tabla 4. Selección de los 12 ligandos con el mayor número de dianas y con la 
menor energía de afinidad (AE) (kcal/mol). 
Ligando Diana PDB AE Ligando Diana PDB AE 
CBG007144 4HSA -11,9 CBG019847 5HI3 -11,9 
 
5HI5 -12,3  4HR9 -10,3 
 
5HI3 -11,7 CBG019904 5HI3 -12,0 
CBG012320 4HSA -11,3  5HI5 -11,8 
 
5HI5 -13,0 CBG019927 4HSA -11,3 
 
5HI3 -12,4  5HI5 -11,8 
 
4HR9 -10,5 CBG026394 4HSA -11,7 
CBG013062 5HI3 -11,9  5HI5 -11,8 
 
4HSA -11,6  5HI3 -12,5 





-12,1 CBG013151 5HI3 -12,1 5HI5 
 
5HI5 -12,4 CBG028684 4HSA -12,3 
CBG019512 5HI5 -11,8  5HI3 -15,0 
 
5HI3 -11,9  5HI5 -12,7 
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 CARACTERIZACIÓN FARMACOLÓGICA DE LA UNIÓN 2.
DE LOS LIGANDOS A IL-17A/IL-17RA MEDIANTE 
MÉTODOS BIOFÍSICOS 
 
 Obtención del reactivo biológico necesario para la 2.1.
realización de ensayos biofísicos 
Con el objetivo de emplear IL-17A en los ensayos biofísicos, se 
desarrolló un método de expresión de IL-17A humana recombinante 
en células de mamífero (HEK 293) en el que se secreta dicha proteína 
al sobrenadante y posteriormente se purifica mediante cromatografía 
de afinidad. El resultado de la purificación de esta fracción proteica 
se muestra en un Western blot, en el que se observa la presencia de 
IL-17A monomérica y dimérica, con pesos moleculares alrededor de 





 37 kDa  
Dímero IL-17A 
 25 kDa 
 20 kDa  
Monómero IL-17A  15 kDa 
Figura 19. Expresión de IL-17A humana recombinante en el sobrenadante de 
células HEK 293. Se muestra una imagen representativa de dos experimentos 
independientes. 
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 Desarrollo de un ensayo de redistribución dinámica 2.2.
de masas (DMR) 
Para confirmar que los ligandos potenciales identificados 
mediante cribado virtual se unen físicamente a la citoquina y/o el 
receptor (IL-17A/IL-17RA), se desarrolló un ensayo de redistribución 
dinámica de masas dirigido a la proteína de fusión humana 
recombinante IL-17RA ECD Fc. En primer lugar, se comprobaron las 
señales de inmovilización de la proteína mediante acoplamiento a 
grupos amino en la placa EnSpire-LFB® empleando para ello una 
serie de tampones con distintos pH (figura 20). Un valor de 
inmovilización superior al rango entre 1000 y 1500 pm se considera 
adecuado para poder evaluar la unión de ligandos a la proteína 
inmovilizada.	
Se observó que el tampón acetato de sodio 20 mM a pH 5,5 
producía un valor de inmovilización superior a los demás, por lo que 
se seleccionó como tampón de inmovilización (figura 20). Esto es 
consistente con el punto isoeléctrico teórico de IL-17RA ECD, que es 
5,9 y, por lo tanto, estaría cargado positivamente a un pH de 5,5, lo 
que permitiría su inmovilización sobre los grupos carboxilo de la 
placa EnSpire-LFB®. 
Una vez determinado el tampón adecuado (acetato de sodio 
20 mM a pH 5,5), se probaron distintas concentraciones de proteína 
IL-17RA ECD para evaluar si existía una relación directa entre su 
concentración y el nivel de inmovilización. Se seleccionó 
inicialmente la concentración de 25 µg/ml como suficiente para 
obtener valores de inmovilización superiores al rango comprendido 
entre 1000 y 1500 pm	(figura 20) sin llegar a valores maximales que 











Figura 20. Desarrollo de un ensayo de redistribución dinámica de masas para 
identificar ligandos de IL-17RA. (A) Inmovilización de IL-17RA ECD Fc a 25 µg/ml 
con tampones de inmovilización a distintos pH. (B) Inmovilización de distintas 
concentraciones de IL-17RA ECD Fc a pH 5,5. Se representa la media ± EEM de dos 
experimentos independientes realizados por triplicado. 
 
Con el objetivo de confirmar si este ensayo de redistribución 
dinámica de masas es apropiado para determinar la potencia de 
unión de los ligandos al receptor se utilizó su ligando endógeno, la 
citoquina IL-17A, como referencia. De esta manera, se obtuvo una 
señal de unión para IL-17A proporcional a la concentración, lo que 
permitió seleccionar la mínima concentración del preparado de 
proteínas enriquecido en IL-17A que produce una respuesta máxima, 
es decir, 1,7 µM en el tiempo definido inicialmente de 60 minutos 
(figura 21). Asimismo, debido a que las medidas de la distribución 
dinámica de masas se realizan en cinética, se obtuvo la 
representación de la cinética de unión entre ambas proteínas (figura 
22). Así, se demostró que IL-17A se une al dominio extracelular del 
receptor IL-17RA con una KD de 0,91 ± 0,21 µM y, en consecuencia, se 
estableció como control positivo de unión en el ensayo de 
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Figura 21. Respuesta de la unión de IL-17A a IL-17RA ECD Fc inmovilizado a 25 µg/ml 
en un ensayo de redistribución dinámica de masas. (A) Ajuste hiperbólico (donde X es 
la concentración) (B) Ajuste sigmoideo (donde la concentración se muestra en escala 
logarítmica). Se representa la media ± EEM de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. 
	
Tabla 5. Respuesta máxima de redistribución dinámica de masas (Rmax) y 
constante de disociación en el equilibrio (KD) de IL-17A sobre IL-17RA ECD Fc 
inmovilizado. Los datos representan la media ± EEM de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. 
 Rmax (pm) KD (µM) 
IL-17A 74,2 ± 8,14 0,91 ± 0,21 
  
 
Figura 22. Respuesta cinética de la unión de IL-17A a IL-17RA ECD Fc inmovilizado 
en un ensayo de DMR, a distintas concentraciones de IL-17A (M). Se muestra la 
media de un experimento representativo de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. 























































 Priorización de los ligandos mediante un ensayo de 2.3.
redistribución dinámica de masas 
Una vez optimizado el ensayo de distribución dinámica de masas 
para IL-17RA ECD Fc, se evaluaron los 67 compuestos identificados 
en el cribado virtual mediante un ensayo DMR con dos lecturas 
diferentes (basal y final), a una concentración de 20 µM (figura 23). 
El valor de inmovilización obtenido para IL-17RA ECD Fc fue de 
1546 pm. La relación entre señal específica (IL-17A a 1,7 µM) y señal 
de fondo (tampón de ensayo) fue de 5,13 y el valor de Z’ fue de 0,47. 
Se obtuvieron los coeficientes de variación de los controles negativo 
(tampón de ensayo) y positivo (IL-17A) (figura 23). Dichos 
parámetros estadísticos se consideraron aceptables para este tipo de 
ensayos de cribado. El umbral de unión para la selección de hits se 
estableció en la media de los valores del grupo de compuestos 
ensayados más dos desviaciones estándar de la media. 
Con estos requisitos, se identificaron dos compuestos como 
potenciales ligandos del par IL-17A/IL-17A que superan el umbral 
establecido para su selección. Se trata de dos moléculas con 
estructuras químicas diferentes, que pertenecen a la familia química 
de las quinazolinonas (CBG040591) y las pirrolidinadionas 
(CBG060392), respectivamente. Sus porcentajes de unión a la 
subunidad A del receptor fueron del 70,2 % y del 64,3 % comparados 
con IL-17A (tabla 6). 
  







IL-17RA ECD Fc 
1546 pm 
CV control positivo 
(IL-17A) 
19,2 % 









Figura 23. Cribado de 67 compuestos a una concentración de 20 µM mediante 
redistribución dinámica de masas. Se inmovilizó IL-17RA ECD Fc a 25 µg/ml. (A) 
Relación entre señal específica (IL-17A) y señal de fondo (tampón de ensayo) para 
el cribado de compuestos frente a IL-17RA ECD Fc en un ensayo de redistribución 
dinámica de masas. Los datos representan la media ± desviación estándar (DS). (B) 
Se identificaron dos hits que superaron el umbral (media + 2 veces DS). Los datos 
se representan como porcentaje de la respuesta máxima de IL-17A. El control 
positivo (IL-17A) se representa como un triángulo y el negativo (tampón de 

































































































Tabla 6. Porcentaje de actividad y estructura de los dos hits identificados en el 
ensayo de redistribución dinámica de masas. Los valores corresponden al 
porcentaje de respuesta en relación a la actividad máxima de IL-17A. 










 Caracterización de la actividad farmacológica de los 2.4.
hits mediante DMR 
Los dos hits (CBG040591 y CGB060392) se caracterizaron 
mediante curvas concentración-respuesta (con concentraciones 
entre 0,4 µM y 100 µM) en las mismas condiciones de ensayo de 
redistribución dinámica de masas que las seleccionadas para el 
cribado. CBG040591 y CBG060392 se definieron como ligandos del 
dominio extracelular de IL-17RA con una Bmax de 103 ± 19,2 % y 
74,8 ± 17,7 %, y una KD de 40,4 ± 16,4 µM y 19,4 ± 13,0 µM, 
respectivamente. No obstante, tanto CBG040591 como en el de 
CBG060392 parecen presentar un cierto grado de unión inespecífica a 
concentraciones altas, por lo que sus constantes de disociación (KD) 
probablemente no puedan determinarse de forma exacta utilizando 
esta clase de ensayo	(figura 24) (tabla 7).	Asimismo, se obtuvieron 
representaciones de la cinética de unión de ambas moléculas al 
receptor (figura 25).	
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Figura 24. Respuesta de la unión de los compuestos hit a IL-17RA ECD Fc 
inmovilizado a 25 µg/ml en un ensayo de redistribución dinámica de masas 
(CBG040591 en A y CBG060392 en B). Se representa la media ± EEM de al menos 
tres experimentos independientes realizados por triplicado con un ajuste 
hiperbólico (donde X es la concentración) y uno sigmoideo (donde la concentración 
se representa en escala logarítmica) para cada compuesto. 
 
Tabla 7. Unión máxima de redistribución dinámica de masa (Bmax) normalizada a la 
de IL-17A y constante de disociación en el equilibrio (KD) de los compuestos hit a 
IL-17RA ECD Fc inmovilizado. Los datos representan la media ± EEM de al menos 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
 Bmax (% IL-17A) KD (µM) 
CBG040591 103 ± 19,2 40,4 ± 16,4 






















































































Figura 25. Respuesta cinética de la unión de CBG040591 y CBG060392 a IL-17RA 
ECD Fc inmovilizado a 25 µg/ml en un ensayo de redistribución dinámica de masa, 
a distintas concentraciones (M). Se muestra la media de un experimento 
representativo de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
 
 Determinación de la actividad farmacológica de los 2.5.
ligandos mediante un ensayo de resonancia de plasmones 
superficiales 
Los ligandos CBG040591 y CBG060392, cuya actividad 
farmacológica se caracterizó en un ensayo de DMR, se validaron 
mediante resonancia de plasmones superficiales. Esta tecnología se 
empleó para determinar su la afinidad en la unión al receptor y poder 
comparar los resultados obtenidos con los adquiridos mediante 
redistribución dinámicas de masas. 
Ambas moléculas se caracterizaron mediante curvas 
concentración-respuesta (entre 0,08 µM y 0,50 µM) con un protocolo 
similar al utilizado en el ensayo de redistribución dinámica de masas. 
Se determinó su respuesta sobre IL-17RA ECD Fc inmovilizado en un 
chip CM5 a 10 000 RU (unidades de respuesta, response units) y con 
un tampón de inmovilización de acetato de sodio 10 mM a pH 5,5. 
Los ligandos mostraron una unión específica al dominio extracelular 
de IL-17RA, siendo CBG040591 más potente que CBG060392. Del 
mismo modo que en la determinación de DMR, en ambos casos se 
produce cierta unión inespecífica a concentraciones altas (superiores 
a 30-50 µM), dado que los valores tienden a incrementarse al hacerlo 
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las concentraciones de compuesto, en lugar de alcanzar un plateau de 
saturación (figura 26) (tabla 8). Así, se puede confirmar que ambos 
compuestos actúan como ligandos con potencia micromolar para el 
dominio extracelular de IL-17RA. 
Asimismo, se obtuvieron representaciones de los sensorgramas 
de unión de los dos compuestos a IL-17RA ECD (figura 27).	Ambos 
compuestos no se unieron a la proteína NUDT21, utilizada como 
control de especificidad (no se muestra). 
 










Figura 26. Respuesta de la unión de los compuestos hit a IL-17RA ECD Fc 
inmovilizado a 25 µg/ml en un ensayo de resonancia de plasmones superficiales 
(CBG040591 en A y CBG060392 en B). Los valores de RU mostrados son diferentes 
en cada eje. Se representa la media de dos experimentos independientes con un 
ajuste hiperbólico (donde X es la concentración) y uno sigmoideo (donde la 
concentración se representa en escala logarítmica) para cada compuesto.  
	
	














































Tabla 8. Constante de disociación en el equilibrio (KD) de los ligados en el ensayo 
de resonancia de plasmones superficiales. Los datos representan la media de dos 
experimentos independientes. 
 KD (µM) 
CBG040591 ≈ 34,6 
CBG060392 ≈ 22,6 
	





Figura 27. Sensorgramas de la respuesta cinética de la unión de CBG040591 (A) y 
CBG060392 (B) a IL-17RA ECD Fc inmovilizado sobre un chip CM5 en un ensayo de 
resonancia de plasmones superficiales, a distintas concentraciones (M). Se muestra 
un experimento representativo de dos experimentos independientes. 
	
 MODELO DE INTERACCIÓN ESTRUCTURAL ENTRE 3.
LOS LIGANDOS E IL-17A/IL-17RA 
 
Los ligandos CBG040591 y CBG060392 poseen la estructura 
química de una quinazolinona y de una pirrolidinadiona, 
respectivamente. Ambas moléculas se identificaron en el cribado 
virtual como potenciales ligandos de la estructura de PDB 4HSA, ya 
que superaron el umbral establecido de energía de afinidad (AE) 
de -8,8 kcal/mol. 4HSA es una estructura de dos complejos formados 
por el homodímero de IL-17A (cadenas A y B; D y E) que se une al 
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interacción relevante en el cambio conformacional necesario para 
completar el complejo citoquina-receptor (figura 28). Las energías 
de afinidad obtenidas fueron de -10,5 kcal/mol para CBG040591, y 
de -10,8 kcal/mol para CBG060392, indicando que tanto la 




Figura 28. Estructura del complejo de dos homodímeros de IL-17A (cadenas A y B; 
D y E) con el dominio extracelular de IL-17RA (cadena C; F). Estructura 4HSA 
extraída de PDB (S. Liu et al., 2013). 
 
El análisis de docking indica que se las interacciones entre 
CBG040591 y el complejo IL-17A/IL-17RA se producen sobre 26 
aminoácidos: 20 correspondientes a la cadena C de 4HSA, que es el 
dominio extracelular de IL-17RA; y 6 correspondientes a la cadena B, 
que representa uno de los monómeros del dímero de IL-17A. 
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Asimismo, existen 4 interacciones de puentes de hidrógeno entre la 
molécula y la proteína diana (tabla 9) (figura 29). 
Las interacciones entre el compuesto CBG060392 y el complejo 
IL-17A/IL-17RA se producen sobre 23 aminoácidos: 15 
correspondientes a la cadena F del complejo 4HSA, que es el dominio 
extracelular de IL-17RA; e interaccionan con 8 de ellos 
correspondientes a la cadena E, que representa uno de los 
monómeros del dímero de IL-17A. Además, existen 3 puentes de 
hidrógeno entre la molécula y la proteína diana (tabla 10) (figura 
30). 
Los ligandos CBG040591 y CBG060392 no comparten el corazón 
de la estructura química, pero el modelo desarrollado en este trabajo 
predice su interacción dentro de las mismas áreas del complejo 
IL-17A/IL-17RA. De hecho, 10 de los aminoácidos a los que se unen 
las moléculas CBG040591 y CBG060392 son comunes a ambas 
(aminoácidos tanto pertenecientes a IL-17RA como a la IL-17A) y, 
por lo tanto, podrían ser residuos de fundamentales en estas 
interacciones ligando-proteína (tabla 11). 
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Tabla 9. Simulación de las interacciones entre el ligando CBG040591 y la 
estructura 4HSA, que representa el complejo IL-17A/IL-17RA. 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
Interacciones átomo – aminoácido 
IL-17RA (C) Ile137 O 
IL-17A (B) Ser64 CB 
IL-17A (B) Pro59 CB 
IL-17RA (C) His131 NE2 
IL-17RA (C) Pro136 O 
IL-17RA (C) Ile137 C 
IL-17RA (C) Pro136 CB 
IL-17RA (C) Lys135 HZ2 
IL-17RA (C) His131 HE2 
IL-17RA (C) His131 CD2 
IL-17RA (C) Ser84 HG 
IL-17A (B) Arg101 HH12 
IL-17RA (C) Gly140 N 
IL-17RA (C) Lys135 NZ 
IL-17RA (C) Asp139 HN 
IL-17A (B) Ser64 HG 
IL-17RA (C) Pro136 C 
IL-17RA (C) Thr129 CG2 
IL-17RA (C) Trp31 CD1 






Tabla 9 (cont) 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
IL-17A (B) Ser64 OG 
IL-17RA (C) Gly140 HN 
IL-17RA (C) Ile137 O 
IL-17A (B) Arg101 HH12 
IL-17RA (C) Lys135 HZ2 
IL-17RA (C) Pro136 O 
 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
Puentes de hidrógeno 
IL-17RA (C) Ile137 O 
IL-17A (B) Arg101 HH127 
IL-17RA (C) Lys135 HZ2 
IL-17RA (C) Pro136 O 
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Tabla 10. Simulación de las interacciones entre el ligando CBG060392 y la 
estructura 4HSA, que representa el complejo IL-17A/IL-17RA. 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
Interacciones átomo – aminoácido 
IL-17A (E) Pro59 CB 
IL-17RA (F) Ile137 O 
IL-17RA (F) Pro138 CA 
IL-17RA (F) Thr129 CG2 
IL-17RA (F) Pro136 CG 
IL-17RA (F) Gly140 C 
IL-17RA (F) His131 NE2 
IL-17A (E) Arg101 NH1 
IL-17A (E) Ser64 HG 
IL-17RA (F) Ser84 HG 
IL-17A (E) Glu60 OE2 
IL-17RA (F) Lys135 HZ2 
IL-17RA (F) His131 HE2 
IL-17RA (F) Cys26 CB 
IL-17RA (F) Gly140 O 
IL-17RA (F) His131 CD2 
IL-17A (E) Arg101 HH11 
IL-17RA (F) Pro136 CB 
IL-17A (E) Val65 CG1 






Tabla 10 (cont) 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
IL-17RA (F) Lys135 HZ2 
IL-17RA (F) Gly140 O 
IL-17A (E) Arg101 HH11 
 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
Puentes de hidrógeno 
IL-17RA (F) Lys135 HZ2 
IL-17RA (F) Gly140 O 
IL-17A (E) Arg101 HH11 






Figura 29. Representación 3D de la unión y los aminoácidos que participan en la 
misma del compuesto CBG040591 al complejo formado dos homodímeros de IL-17A 









Figura 30. Representación 3D de la unión y los aminoácidos que participan en la 
misma del compuesto CBG060392 al complejo formado dos homodímeros de IL-17A 
y el dominio extracelular de IL-17RA. 
  




Tabla 11. Residuos aminoacídicos comunes a las interacciones entre los 
compuestos CBG040591 o CBG060392 y el complejo IL-17A/IL-17RA de la estructura 
4HSA de PDB. 
Cadena proteica Aminoácido Átomo 
Interacciones átomo – aminoácido 
IL-17A Pro59 CB 
IL-17RA Ile137 O 
IL-17RA Pro138 CA 
IL-17RA Pro136 CG 
IL-17RA Lys135 HZ2 
IL-17RA Gly140 C 
IL-17RA His131 NE2 
IL-17A Arg101 NH1 
IL-17A Ser64 HG 
IL-17RA Ser84 HG 
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 EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA DE LOS LIGANDOS 4.
SOBRE LA LIBERACIÓN DE QUIMIOQUINAS MEDIADA 
POR IL-17 
 
 Desarrollo de un ensayo de liberación de 4.1.
quimioquinas proinflamatorias en células tumorales de 
colon 
Se desarrolló un ensayo de liberación de quimioquinas en 
respuesta a la estimulación proinflamatoria de IL-17A en la línea 
celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29. La quimioquina 
determinada en respuesta a esta inflamación fue CXCL1 (también 
denominada GROα), una de las quimioquinas diana que se liberan en 
condiciones de inflamación mediada por IL-17A. 
Las células HT-29 se estimularon con concentraciones crecientes 
de IL-17A (en un rango entre 3,13 y 400 ng/ml) durante 24 horas, de 
modo que respondieron con un incremento de la liberación de CXCL1 
en el sobrenadante proporcional a la cantidad de estímulo (figura 
31). De esta manera, se obtuvo una curva de respuesta a IL-17A, que 
permitió seleccionar 50 ng/ml como la concentración adecuada para 
estimular las células HT-29 y poder identificar una respuesta 
inhibidora de un ligando farmacológico. 
 
 




Figura 31. Liberación de CXCL1 en respuesta a concentraciones crecientes de 
IL-17A en la línea celular tumoral de colon HT-29.	Se representa la media ± EEM de 
la intensidad mediana de fluoresencencia (MFI) de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
 
Una vez determinada la concentración adecuada de IL-17A para 
producir una respuesta de CXCL1 medible en las células HT-29 se 
empleó el péptido anti-IL-17A IHVTIPADLWDWINK (172). Este se 
utilizó como referencia para inhibir la liberación de CXCL1 
provocada por IL-17A. Para caracterizar dicha actividad inhibitoria se 
generaron curvas concentración-respuesta, con un rango de 
concentraciones entre 7,8 nM y 1000 nM, obteniendo un valor de IC50 
de 206,1 ± 119,4 nM. Dicho bloqueo de la respuesta inflamatoria 
inducida por IL-17A fue, además, total, como se evidencia en los 
datos del porcentaje de reducción de esta actividad inflamatoria 
(figura 32) (tabla 12). Así, se confirmó la capacidad del ensayo para 
caracterizar los ligandos CBG040591 y CBG060392. 
 
















Figura 32. Inhibición de la liberación de CXCL1 producida por IL-17A (50 ng/ml) en 
respuesta a concentraciones crecientes del péptido IHVTIPADLWDWINK en la línea 
celular tumoral de colon HT-29. Se representa la media ± EEM de al menos tres 
experimentos independientes realizados por duplicado. 
 
Tabla 12. Respuesta inhibitoria del péptido anti-IL-17A (IC50 y porcentaje de 
reducción sobre la respuesta máxima de IL-17A) sobre la liberación de CXCL1 en las 
células HT-29 normalizada a la liberación producida por IL-17A. Los datos 
representan la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por duplicado. 
 IC50 (nM) Reducción respuesta máxima (%) 
Péptido 206,1 ± 119,4 -2,8 ± 10,8 
 
 
 Evaluación de la actividad farmacológica de los 4.2.
ligandos sobre la liberación de CXCL1 mediada por IL-17A 
en células tumorales de colon 
Se determinó la actividad de los ligandos sobre la liberación de 
CXCL1 inducida por IL-17A mediante curvas concentración-
respuesta. Para ello, se estimularon las células HT-29 con IL-17A a 
50 ng/ml en presencia de concentraciones crecientes de compuesto 
entre 1,56 µM y 100 µM. 
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Ambos compuestos (CBG040591 y CBG060392) inhibieron la 
liberación de CXCL1 con una actividad dependiente de la 
concentración. La reducción de la respuesta máxima de IL-17A 
producida por ambos ligandos fue casi completa (hasta un 3,8 % o un 
16,8 % para CBG040591 y CBG060392, respectivamente) (figura 33) 
(tabla 13). 
 Así, CBG040591 y CBG060392 bloquean la respuesta 
inflamatoria de IL-17 en células tumorales de colon. 
 





Figura 33. Inhibición de la liberación de CXCL1 producida por IL-17A (50 ng/ml) en 
respuesta a concentraciones crecientes de los compuestos CBG040591 (A) y 
CBG060392 (B) en la línea celular tumoral de colon HT-29. Se representa la 
media ± EEM de al menos tres experimentos independientes realizados por 
duplicado. 
 
Tabla 13. Respuesta inhibitoria de los compuestos CBG040591 y CBG060392 (IC50 y 
porcentaje de reducción sobre la respuesta máxima de IL-17A) sobre la liberación 
de CXCL1 en las células HT-29 normalizada a la liberación producida por IL-17A. 
Los datos representan la media ± EEM de al menos tres experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
 IC50 (µM) Reducción respuesta máxima (%) 
CBG040591 15,1 ± 12,2 3,8 ± 12,7 
CBG060392 17,9 ± 11,9 16,8 ± 12,9 
  
 
















































 Las células HaCaT pueden utilizarse como un 4.3.
modelo de piel in vitro 
Para comprobar la morfología y la expresión de citoqueratinas en 
la línea celular de queratinocitos HaCaT se tomaron imágenes 
mediante microscopía de alto contenido. Así, se observó la expresión 
de citoqueratina-17 (coloración roja), presente en los queratinocitos 
humanos. El núcleo celular se tiñó con Hoechst 33342 (coloración 
azul) y los filamentos de actina propios del citoesqueleto de las 
células se tiñeron con faloidina (coloración amarilla) (figura 34). 
Las observaciones se realizaron en células sin tratamiento y 
células estimuladas con 250 ng/ml de IL-17A durante 24 horas. Pese 
a que se observa un ligero incremento de la intensidad de 
fluorescencia por acción de esta citoquina, no se observaron 
diferencias significativas en la intensidad total de fluorescencia 
Alexa Fluor® 647 (figura 35). Esta se corresponde con la cantidad de 
citoqueratina-17, por lo que el tratamiento con IL-17A durante 24 
horas no induce significativamente la expresión de esta queratina en 
las células HaCaT. 
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Figura 34. Imágenes de fluorescencia resultado de la tinción de la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. Campo claro (B) y tinciones realizadas con Hoechst 
33342 (coloración azul, C), citoqueratina-17 Alexa Fluor® 647 (coloración roja, D) y 
faloidina Alexa Fluor® 568 (coloración amarilla, E). Se muestra un experimento 




Figura 35. Intensidad de fluorescencia correspondiente a la expresión de 
citoqueratina-17 en células HaCaT sin tratar y tratadas con 250 ng/ml de IL-17A 
durante 24 horas.	Se representa la media ± EEM de un experimento representativo 
realizado por sextuplicado. 
 
 Desarrollo de un ensayo de liberación de 4.4.
quimioquinas proinflamatorias en queratinocitos 
humanos 
Se desarrolló un ensayo de liberación de quimioquinas en 
respuesta a la estimulación proinflamatoria de IL-17A, junto con 
TNFα, en la línea celular de queratinocitos humanos HaCaT. Se 
determinaron las quimioquinas IL-8 (también denominada CXCL8) y 
CCL20 liberadas en respuesta a esta inflamación, ambas relevantes 
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Las células estimuladas con concentraciones crecientes de 
IL-17A (entre 0,156 y 400 ng/ml), IL-17A en presencia de 10 ng/ml de 
TNFα, o TNFα (entre 0,0625 y 80 ng/ml) durante 24 horas 
respondieron con un incremento en la liberación de IL-8 y CCL20 en 
el sobrenadante. De esta manera, se obtuvieron curvas de respuesta a 
las distintas concentraciones de IL-17A y a TNFα. Esto permitió 
seleccionar 100 ng/ml de IL-17A en combinación con 10 ng/ml de 
TNFα como la concentración adecuada para estimular las células y 
poder identificar una respuesta inhibidora con ligando farmacológico 
(figura 36-37). En el caso de TNFα, se observó una respuesta 
adecuada a una concentración de 10 ng/ml. 
Con la obtención de estas curvas de respuesta inflamatoria se 
observa una acción conjunta de ambos estímulos, IL-17A y TNFα, 
que producen un incremento de la liberación de quimioquinas 
superior a estas empleadas por separado, especialmente destacable 
en la secreción de CCL20 (con respecto a IL-8) (figura 38). Así, en el 
caso de CCL20, con el uso de ambas citoquinas se produce un 
incremento de un 41,44 % con respecto al uso de IL-17A únicamente 
y uno de un 36,94 % con respecto a TNFα solo. En este sentido, para 
IL-8, el uso de ambas citoquinas produce un incremento de un 
29,42 % con respecto a IL-17A sola y uno de un 16,31 % con respecto 
a TNFα utilizado solo. 
 





Figura 36. Liberación de CCL20 en respuesta a concentraciones crecientes de 
IL-17A, IL-17A en presencia de 10 ng/ml de TNFα (A), o concentraciones crecientes 
de TNFα (B) en la línea celular de queratinocitos HaCaT.	 Se representa la 
media ± EEM de la MFI dos experimentos independientes realizados por duplicado. 
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Figura 37. Liberación de IL-8 en respuesta a concentraciones crecientes de IL-17A, 
IL-17A en presencia de 10 ng/ml de TNFα (A), o concentraciones crecientes de 
TNFα (B) en la línea celular de queratinocitos HaCaT.	Se representa la media ± EEM 
de la MFI de dos experimentos independientes realizados por duplicado. 
 





Figura 38. Liberación de CCL20 (A) e IL-8 (B) en respuesta a 100 ng/ml de IL-17A, 
100 ng/ml de IL-17A en presencia de 10 ng/ml de TNFα, o 10 ng/ml de TNFα en 
queratinocitos humanos.	 Se representa la media ± EEM de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. **p<0,01 (ANOVA). 
 
Una vez determinada la concentración adecuada de IL-17A y 
TNFα para producir una respuesta de CCL20 e IL-8 medible en las 
células HaCaT se empleó el péptido anti-IL-17A como control de la 
inhibición de la liberación de IL-8 y CCL20 mediada por IL-17A. Para 
determinar dicha actividad inhibitoria, se emplearon curvas 
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concentración-respuesta con un rango de concentraciones entre 
15,6 nM y 2000 nM, de forma que se obtuvieron unos valores de IC50 
de 736 ± 115 nM y 378 ± 125 nM para el bloqueo de la liberación de 
IL-8 y CCL20, respectivamente. Dicho bloqueo de la respuesta 
inflamatoria inducida por IL-17A junto con TNFα fue, además, total, 
como se evidencia en los datos del porcentaje de reducción de dicha 
actividad inflamatoria (figura 39) (tabla 14). 
Así, se confirmó la capacidad del ensayo para determinar la 
actividad farmacológica anti-inflamatoria de los ligandos CBG040591 
y CBG060392. 
 





Figura 39. Inhibición de la liberación de CCL20 (A) e IL-8 (B) producida por IL-17A 
(100 ng/ml) y TNFα (10 ng/ml) en respuesta a concentraciones crecientes del 
péptido anti-IL-17A en queratinocitos humanos. Se representa la media ± EEM de al 
menos tres experimentos independientes realizados por duplicado. 
 
Tabla 14. Respuesta inhibitoria del péptido anti-IL-17A (IC50 y porcentaje de 
reducción sobre la respuesta máxima de IL-17A y TNFα) sobre la liberación de IL-8 
y CCL20 en las células HaCaT normalizada a la liberación producida por IL-17A y 
TNFα. Los datos representan la media ± EEM de al menos tres experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
 IC50 (nM) Reducción respuesta máxima (%) 
Péptido CCL20 378 ± 125 1,9 ± 8,2 
Péptido IL-8  736 ± 115 -4,9 ± 11,8 
 























































 Evaluación de la actividad inhibitoria de los 4.5.
ligandos sobre la liberación de CCL20 mediada por IL-17A 
en queratinocitos humanos 
Se determinó la actividad inhibitoria de los compuestos 
candidatos CBG040591 y CBG060392 generando curvas 
concentración-respuesta de liberación de CCL20 tras estimular la 
línea celular con IL-17A a 100 ng/ml y 10 ng/ml de TNFα en 
presencia de concentraciones crecientes de compuesto, entre 
1,56 µM y 100 µM. 
Ambos compuestos (CBG040591 y CBG060392) inhibieron 
parcialmente la liberación específica de CCL20 estimulada por la 
acción de IL-17A en presencia de TNFα con una actividad 
dependiente de la concentración utilizada (figura 40) (tabla 15). 
La reducción en la respuesta máxima fue de un 25 %, 
aproximadamente, para ambos ligandos (hasta un 28,0 % o un 16,5 % 
para CBG040591 y CBG060392, respectivamente) (figura 40) (tabla 
15). 
 





Figura 40. Inhibición de la liberación de CCL20 producida por IL-17A (100 ng/ml) y 
TNFα (10 ng/ml) en respuesta a concentraciones crecientes de los compuestos 
CBG040591 (A) y CBG060392 (B) en la línea celular de queratinocitos HaCaT. Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por duplicado. 
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Tabla 15. Respuesta inhibitoria de los compuestos CBG040591 y CBG060392 (IC50 y 
porcentaje de reducción sobre la respuesta máxima de IL-17A y TNFα) sobre la 
liberación de CCL20 en las células HaCaT normalizada a la liberación producida por 
IL-17A y TNFα. Los datos representan la media ± EEM de al menos tres 
experimentos independientes realizados por duplicado. 
 IC50 (µM) Reducción respuesta máxima (%) 
CBG040591 20,9 ± 12,6 28,0 ± 6,8 
CBG060392 23,6 ± 11,8 16,5 ± 12,06 
 
 Evaluación de la actividad inhibitoria de los 4.6.
ligandos sobre la liberación de IL-8 mediada por IL-17A en 
queratinocitos humanos 
Se determinó la actividad inhibitoria de los compuestos 
candidatos CBG040591 y CBG060392 obteniendo curvas 
concentración-respuesta de liberación de IL-8 tras estimular la línea 
celular con IL-17A a 100 ng/ml y 10 ng/ml de TNFα en presencia de 
concentraciones crecientes de compuesto, entre 1,56 µM y 100 µM. 
Ambos compuestos inhibieron parcialmente la liberación 
específica de IL-8 estimulada por la acción de IL-17A en presencia de 
TNFα con una actividad dependiente de la concentración utilizada 
(figura 41) (tabla 16). 
La reducción en la liberación de IL-8 fue distinta para cada uno 
de los ligandos. Así, CBG060392 redujo la respuesta inflamatoria 
hasta un 25,2 %, mientras que la reducción de la inflamación en el 












Figura 41. Inhibición de la liberación de IL-8 producida por IL-17A (100 ng/ml) y 
TNFα (10 ng/ml) en respuesta a concentraciones crecientes de los compuestos 
CBG040591 (A) y CBG060392 (B) en la línea celular de queratinocitos HaCaT. Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por duplicado. 
 
Tabla 16. Respuesta inhibitoria de los compuestos CBG040591 y CBG060392 (IC50 y 
porcentaje de reducción sobre la respuesta máxima de IL-17A y TNFα) sobre la 
liberación de IL-8 en las células HaCaT normalizada a la liberación producida por 
IL-17A y TNFα. Los datos representan la media ± EEM de al menos tres 
experimentos independientes realizados por duplicado. 
 IC50 (µM) Reducción respuesta máxima (%) 
CBG040591 26,7 ± 13,1 51,9 ± 6,6 
CBG060392 45,3 ± 13,0 25,2 ± 7,0 
 
Estos datos de IL-8, junto con los de CCL20, permiten evidenciar 
que CBG040591 y CBG060392 bloquean parcialmente la respuesta 
inflamatoria de IL-17A y TNFα en queratinocitos humanos. 
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 Evaluación de la selectividad de los ligandos sobre la 4.7.
inhibición de la liberación de IL-8 y CCL20 en 
queratinocitos humanos 
Para evaluar si la respuesta inhibitoria de los compuestos 
CBG040591 y CBG060392 sobre la liberación de quimioquinas 
proinflamatorias IL-8 y CCL20 es específica de IL-17A, los 
queratinocitos humanos se estimularon con TNFα en ausencia de 
dicha interleuquina. Previamente se obtuvo una curva 
concentración-respuesta para la estimulación con TNFα, de forma 
que se pudo establecer su respuesta máxima en la producción de IL-8 
y CCL20 (figuras 36-37). 
Se cuantificó la liberación de CCL20 e IL-8 tras estimular la línea 
celular con 10 ng/ml de TNFα en presencia de concentraciones de 
ligandos de 6,25 µM, 25 µM y 100 µM (figura 42 y 43). 
 





Figura 42. Inhibición de la liberación de CCL20 producida por TNFα (10 ng/ml) en 
respuesta a los compuestos CBG040591 (A) y CBG060392 (B) en la línea celular de 
queratinocitos HaCaT. Se representa la media ± EEM de al menos tres experimentos 





































































Figura 43. Inhibición de la liberación de IL-8 producida por TNFα (10 ng/ml) en 
respuesta a los compuestos CBG040591 (A) y CBG060392 (B) en la línea celular de 
queratinocitos HaCaT. Se representa la media ± EEM de al menos tres experimentos 
independientes realizados por duplicado. **p<0,01 (ANOVA). 
 
En el caso del compuesto CBG040591 existe una inhibición 
estadísticamente significativa de la liberación de CCL20 e IL-8 a 
concentraciones altas: CCL20 se inhibe a concentraciones superiores 
a 25 µM; mientras que la inhibición de IL-8 solo ocurre a 100 µM. Por 
otro lado, el compuesto CBG060392 no tiene actividad inhibitoria 
sobre la liberación de CCL20 e IL-8 inducidas por TNFα. 
De este modo, la liberación de CCL20 e IL-8 originada por TNFα 
se vio parcialmente bloqueada solamente por la quinazolinona, 
indicando que esta estructura química podría no ser selectiva a la 
hora de evitar la respuestas inflamatorias generadas por IL-17A 
relacionada con la inflamación crónica en la psoriasis. Por el 
contrario, la ausencia de bloqueo en las quimioquinas liberadas por 
TNFα en el caso de la pirrolidina-2,5-diona CBG060392 indican que 
es más selectiva de IL-17A, de modo que precisa la presencia de esta 
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 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA 5.
DE LOS LIGANDOS SOBRE LA EXPRESIÓN DE 
QUIMIOQUINAS PROINFLAMATORIAS 
 
 Desarrollo de un ensayo de expresión de 5.1.
quimioquinas inflamatorias en queratinocitos humanos 
Se puso a punto un ensayo de expresión de quimioquinas 
proinflamatorias inducidas por la estimulación de queratinocitos 
humanos con IL-17A. Las quimioquinas cuya expresión se midió 
como respuesta a dicha inflamación fueron CCL20 y CXCL8, cuya 
liberación había sido cuantificada con anterioridad mediante un 
inmunoensayo. 
Las células HaCaT se estimularon con 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα; 100 ng/ml de IL-17A; o 10 ng/ml de TNFα durante 
24 horas. De esta manera, se observó que la inducción de la 
expresión de CCL20 y CXCL8 es dependiente de las citoquinas 
empleadas para producir el estímulo inflamatorio en los 
queratinocitos HaCaT. De forma análoga al caso de la liberación de 
quimioquinas, la combinación de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα se 
seleccionó para identificar ligandos que pudieran inhibir dicha 









Figura 44. Expresión de CCL20 (A) y CXCL8 (B) en respuesta a 100 ng/ml de IL-17A 
y 10 ng/ml de TNFα; 100 ng/ml de IL-17A o 10 ng/ml de TNFα en la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. El eje es distinto para cada citoquina.	 Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001  (ANOVA). 
 
El péptido anti-IL-17A se empleó como control de inhibición de 
la expresión de CCL20 y CXCL8 mediada por 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα. Se observó una disminución significativa de la 
expresión de ambas citoquinas tras su uso a 1 µM (figura 45). Así, se 
confirmó la capacidad del ensayo para caracterizar los compuestos 






Figura 45. Expresión de CCL20 (A) y CXCL8 (B) inducida por 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα e inhibida por el péptido anti-IL-17A en la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. El eje es distinto para cada citoquina. Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
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 Evaluación de la actividad inhibitoria de los 5.2.
ligandos sobre la expresión de CCL20 y CXCL8 mediada por 
IL-17A en queratinocitos humanos 
Se evaluó la actividad inhibitoria de CBG040591 y CBG060392 
sobre la expresión de CCL20 y CXCL8 en queratinocitos humanos. 
Para dicha evaluación, se obtuvieron los valores de expresión de 
CCL20 y CXCL8 tras estimular la línea celular con 100 ng/ml de 
IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en presencia de una concentración de 
compuesto de 100 µM (figura 46). 
El ligando CBG060392 mostró una inhibición significativa de la 
expresión de CCL20 y de CXCL8 en las células HaCaT estimuladas por 
la acción de IL-17A en presencia de TNFα. En el caso de CBG040591, 
esta molécula no mostró una inhibición significativa de ninguna de 
las quimioquinas que se liberan en la respuesta inflamatoria de IL-17 






Figura 46. Expresión de CCL20 (A) y CXCL8 (B) inducida por 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα e inhibida por los compuestos CBG040591 y CBG060392 en la 
línea celular de queratinocitos humanos HaCaT. El eje es distinto para cada 
citoquina. Se representa la media ± EEM de al menos tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. *p<0,05 (ANOVA). 
 
Por lo tanto, la represión de la transcripción de los genes 
correspondientes a CCL20 y CXCL8 es coherente con el perfil 




















































































liberación de quimioquinas. Así, la inhibición de su liberación o su 
expresión está parcialmente bloqueada, en mayor medida por 
CBG060392, de forma que se evita de forma parcial la respuesta 
inflamatoria producida por la interleuquina 17A. 
 
 EFECTO DE LOS LIGANDOS SOBRE LA SEÑALIZACIÓN 6.
INFLAMATORIA DE IL-17 EN QUERATINOCITOS 
HUMANOS 
 
 Evaluación de la actividad de los ligandos sobre la 6.1.
señalización de NF-κΒ p65 mediada por IL-17A 
Se evaluó el efecto de los ligandos CBG040591 y CBG060392 
sobre la señalización proinflamatoria de IL-17A mediante la 
determinación de la expresión de NF-κΒ p65 y NF-κΒ p65 fosforilada. 
Para ello, los queratinocitos HaCaT se estimularon con 100 ng/ml de 
IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en presencia o ausencia de CBG040591 o 
CBG060392 a una concentración de 100 µM. 
El nivel de expresión de p65, tanto en las células no estimuladas 
con IL-17A y TNFα como en las que sí lo estaban, fue similar. Ocurrió 
lo mismo en presencia de CBG040591 y CBG060392 (figura 47). 
 







Figura 47. Western blot de NF-κΒ p65 de las células HaCaT tratadas con 100 ng/ml 
de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en ausencia o presencia de CBG040591 y CBG060392 
a 100 µM. (A) Se muestra una imagen representativa de seis experimentos 
independientes. (B) Cuantificación de la media de la intensidad de NF-κΒ p65 
± EEM de al menos cinco experimentos independientes. 
 
Con la estimulación proinflamatoria de IL-17A y TNFα se 
produjo un incremento significativo de la fosforilación de NF-κΒ p65 
(figura 48). Dicho incremento de la fosforilación de NF-κΒ p65 no se 
atenuó por la presencia de CBG040591 ni de CBG060392, que no 
mostraron una inhibición significativa de la señalización de IL-17A y 






Figura 48. Western blot de fosfo-NF-κΒ p65 (Ser536) de las células HaCaT tratadas 
con 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en ausencia o presencia de 
CBG040591 y CBG060392 a 100 µM. (A) Se muestra una imagen representativa de 
seis experimentos independientes. (B) Cuantificación de la media de la intensidad 
de fosfo-NF-κΒ p65 (Ser536) ± EEM de al menos cinco experimentos 























































































































 Evaluación de la actividad de los ligandos sobre la 6.2.
señalización de IκΒα mediada por IL-17A  
Se evaluó el efecto de los ligandos CBG040591 y CBG060392 
determinando la expresión de IκΒα y IκΒα fosforilada tras la 
estimulación de los queratinocitos HaCaT con 100 ng/ml de IL-17A y 
10 ng/ml de TNFα en presencia o ausencia de CBG040591 o 
CBG060392. 
Los niveles de expresión de IκΒα fueron similares tanto en las 
células no estimuladas con IL-17A y TNFα como en las que sí lo 
estaban. Dichos niveles de expresión se mantuvieron en las células 







Figura 49. Western blot de IκΒα de las células HaCaT tratadas con 100 ng/ml de 
IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en ausencia o presencia de CBG040591 y CBG060392 a 
100 µM. (A) Se muestra una imagen representativa de cinco experimentos 
independientes. (B) Cuantificación de la media de la intensidad de IκΒα ± EEM de 
al menos cinco experimentos independientes. 
 
La estimulación proinflamatoria de IL-17A y TNFα produjo un 
incremento significativo de la fosforilación de IκΒα (figura 50). 
Dicho incremento de la fosforilación de IκΒα se mantuvo en 
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observó una disminución significativa de los niveles de fosforilación 
de IκΒα. Esto indica que CBG060392 inhibe parcialmente la 
señalización proinflamatoria de IL-17A y TNFα a nivel de IκΒα, tras 
un tratamiento de 24 horas (figura 50). Dicho efecto inhibitorio 
puede resultar en el bloqueo parcial de la cascada de señalización 






Figura 50. Western blot de fosfo-IκΒα (Ser32) de las células HaCaT tratadas con 
100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα en ausencia o presencia de CBG040591 y 
CBG060392 a 100 µM. (A) Se muestra una imagen representativa de cinco 
experimentos independientes. (B) Cuantificación de la media de la intensidad de 
fosfo-IκΒα ± EEM de al menos cinco experimentos independientes. *p<0,05; 
**p<0,01 (ANOVA). 
 
 Desarrollo de un ensayo de expresión de CEBPB y 6.3.
ZC3H12A en queratinocitos humanos 
Se desarrolló un ensayo de expresión de proteínas propias de la 
cascada inflamatoria de IL-17A (C/EBPβ y Regnasa-1 o ZC3H12A) en 
queratinocitos humanos. Las células HaCaT se estimularon con 
100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα; 100 ng/ml de IL-17A; o 
10 ng/ml de TNFα durante 24 horas. 
De esta manera, se observó que la inducción de la expresión de 
CEBPB y ZC3H12A es dependiente de las citoquinas empleadas en 
producir el estímulo inflamatorio en HaCaT. De igual modo que 





























































IL-17A, la combinación de IL-17A y 10 ng/ml de TNFα se seleccionó 







Figura 51. Expresión de CEBPB (A) y ZC3H12A (B) en respuesta a 100 ng/ml de 
IL-17A y 10 ng/ml de TNFα; 100 ng/ml de IL-17A o 10 ng/ml de TNFα en la línea 
celular de queratinocitos humanos HaCaT. El eje es distinto para cada proteína. Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. ***p<0,001; ****p<0,0001  (ANOVA). 
 
El péptido anti-IL-17A se empleó como inhibidor de la expresión 
de CEBPB y ZC3H12A mediada por 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de 
TNFα, debido a que inhibe la interacción efectiva entre IL-17A y su 
receptor. Se observó una disminución significativa de la expresión de 
ambas proteínas tras su uso a 1 µM (figura 52), lo que permite su 
utilización como referencia para comprobar si los ligandos 
















































































Figura 52. Expresión de CEBPB (A) y ZC3H12A (B) inducida por 100 ng/ml de IL-17A 
y 10 ng/ml de TNFα e inhibida por el péptido anti-IL-17A en la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. El eje es distinto para cada proteína. Se 
representa la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (ANOVA). 
 
 Evaluación de la actividad de los ligandos sobre la 6.4.
señalización de C/EBPβ mediada por IL-17A 
Se evaluó la actividad inhibitoria de CBG040591 y CBG060392 
sobre la expresión de CEBPB en queratinocitos humanos. Para dicha 
evaluación, se obtuvieron los valores de expresión de CEBPB tras 
estimular la línea celular HaCaT con 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml 
de TNFα en presencia de una concentración de compuesto de 
100 µM. (figura 53). 
Ambos compuestos mostraron una inhibición significativa de la 
expresión de CEBPB en las células HaCaT estimuladas por IL-17A en 
presencia de TNFα. Esto es indicativo de que evitan la transducción 





















































































Figura 53. Expresión de CEBPB inducida por 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de 
TNFα e inhibida por los compuestos CBG040591 y CBG060392 en la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. Se representa la media ± EEM de al menos tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001 (ANOVA). 
 
Por lo tanto, la represión de la transcripción de CEBPB es 
coherente con el perfil inhibitorio de CBG040591 y CBG060392 
observado en otros puntos de la transducción de la señal de IL-17RA: 
la reducción de la expresión de los genes diana CCL20 y CXCL8 y su 
consiguiente liberación como quimioquinas al sobrenadante. Así, los 
ligandos evitan de forma parcial la respuesta inflamatoria producida 
por la interleuquina 17A. 
 
 Evaluación de la actividad de los ligandos sobre la 6.5.
señalización de Regnasa-1 mediada por IL-17A 
Se evaluó la actividad inhibitoria de CBG040591 y CBG060392 
sobre la expresión de ZC3H12A en queratinocitos humanos. Para 
dicha evaluación, se obtuvieron los valores de expresión de ZC3H12A 
tras estimular la línea celular con 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de 
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El compuesto CBG060392 mostró una inhibición significativa de 
la expresión de ZC3H12A en las células HaCaT estimuladas por la 
acción de IL-17A en presencia de TNFα. Por el contrario, la reducción 




Figura 54. Expresión de ZC3H12A inducida por 100 ng/ml de IL-17A y 10 ng/ml de 
TNFα e inhibida por los compuestos CBG040591 y CBG060392 en la línea celular de 
queratinocitos humanos HaCaT. Se representa la media ± EEM de al menos tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05 (ANOVA). 
 
Por lo tanto, la inhibición de la transcripción ZC3H12A es 
coherente con el bloqueo parcial de la transducción de la señal de 
IL-17RA por CBG040591 y CBG060392: tanto en la señalización por 
C/EBPβ como en el caso de la vía de NF-κΒ. Así, la inhibición de la 
expresión de ZC3H12A está parcialmente bloqueada, en mayor 
medida por CBG060392, de forma que se evita de forma parcial la 


















































































En este trabajo se ha demostrado que es posible identificar 
moléculas de bajo peso molecular con actividad inhibitoria de IL-17A 
en un modelo orientado hacia la psoriasis. Para ello, se ha 
desarrollado una metodología de descubrimiento temprano de 
fármacos. 
La interleuquina 17A es una citoquina proinflamatoria que tiene 
un papel crucial en la patogénesis de varias enfermedades 
autoinmunes. Esto se ha podido validar y demostrar con el éxito de 
los anticuerpos neutralizantes dirigidos a IL-17A (como secukinumab 
e ixekizumab) y el receptor IL-17RA (brodalumab) en el tratamiento 
de la psoriasis y la artritis psoriásica (38,98,218). Además, en el caso 
de secukinumab, se ha evaluado su eficacia, seguridad y permanencia 
en el organismo a largo plazo con un resultado favorable (175). El 
desequilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y 
antiinflamatorias que se produce en la piel de los pacientes con 
psoriasis y que ocasiona las manifestaciones clínicas de la 
enfermedad (como las lesiones cutáneas en forma de placas 
eritematoescamosas simétricas, la inflamación o el dolor) se modula 
farmacológicamente con estos anticuerpos y se produce una mejoría 
clínica al inhibir la IL-17. 
Todavía existen limitaciones en el uso de medicamentos 
biológicos, lo cual incluye a los anticuerpos anti-IL-17. Entre dichas 
limitaciones se encuentran su elevado coste de fabricación debido a 
su complejidad, así como la pérdida de permanencia del fármaco en 
el organismo en el caso de los tratamientos crónicos. Sin embargo, la 
limitación más relevante de los medicamentos biológicos es la 
necesidad de utilizar una vía de administración parenteral, ya que los 
anticuerpos carecen de biodisponibilidad oral (124,145,147,148). La 
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vía oral es la preferida por los pacientes, de forma que su uso puede 
mejorar la permanencia y la adherencia, así como la satisfacción de 
los pacientes con sus tratamientos crónicos (219). 
Por ello, en este trabajo se ha considerado de interés científico y 
tecnológico evaluar la viabilidad de bloquear la interacción entre 
IL-17A e IL-17RA con moléculas pequeñas y de forma específica. De 
esta manera, la señalización proinflamatoria que deriva de la unión 
de esta citoquina a su receptor se podría inhibir con ligandos 
químicos de un modo similar al de los biológicos aprobados como 
medicamentos. En este sentido, se han identificado macrociclos 
sintéticos que son antagonistas de IL-17A. Para ello se han empleado 
estrategias como el cribado de quimiotecas codificadas por ADN 
(DEL), el diseño racional y la co-cristalización (173,174,220). Junto 
con los péptidos bloqueantes de IL-17, y pese a que no hemos podido 
identificar que ninguno de estos macrociclos haya progresado a fases 
clínicas, estos compuestos han sido un punto de partida para 
estudiar los sitios de unión del dímero de IL-17A y su receptor 
IL-17RA. 
Por otra parte, pese a que se ha avanzado en el desarrollo de 
moléculas pequeñas que alteran las interacciones proteína-proteína, 
este tipo de uniones sigue siendo un reto desde el punto de vista 
tecnológico y desde el punto de vista del desarrollo de fármacos. No 
existe una metodología específica para identificar moléculas 
pequeñas que afecten a las interacciones proteína-proteína entre 
IL-17A e IL-17RA. Y no se trata de un caso único para IL-17, sino 
también para tratamientos potenciales que se diseñen para bloquear 
otras citoquinas proinflamatorias relevantes en clínica, así como para 
otras dianas emergentes. 
Por ello, esta tesis doctoral se planteó sobre las bases de que es 
necesario desarrollar nuevas metodologías que permitan identificar 
nuevos ligandos de IL-17A/IL-17RA con actividad antiinflamatoria 
que puedan ayudar a abordar las necesidades terapéuticas no 
cubiertas en enfermedades como la psoriasis. En este trabajo se ha 




in silico, biofísicas y basadas en modelos celulares para identificar y 
validar moléculas pequeñas dirigidas a la vía de señalización de 
IL-17A/IL-17RA. 
Tanto los enfoques basados en técnicas computacionales como 
aquellos basados en técnicas biofísicas se emplean de forma 
generalizada en la identificación de hits en proyectos de 
descubrimiento temprano de fármacos (156,161,221–223). De hecho, 
junto con la biología estructural, se utilizan frecuentemente para 
evaluar la capacidad de una diana proteica (especialmente si se trata 
de una interacción proteína-proteína) para unir moléculas pequeñas 
que modifiquen su actividad, así como para identificar sus sitios de 
unión y hotspots (grupo de residuos clave en la unión entre 
proteínas). Dichos enfoques también se utilizan para descubrir otro 
tipo de herramientas farmacológicas, como pueden ser los péptidos 
pequeños (156,221,224). 
La superficie de interacción entre la interleuquina IL-17A y su 
receptor es extensa y plana, de forma que ocupa un área de 
aproximadamente 2200 Å2 (23). Esta superficie de interacción 
proteína-proteína es difícil de alterar con ligandos de bajo peso 
molecular. Probablemente esta es la principal razón por la que 
todavía no hay moléculas pequeñas en desarrollo clínico a pesar de 
que los anticuerpos anti-IL-17A o anti-IL-17RA tienen eficacia 
terapéutica para neutralizar la actividad proinflamatoria de IL-17 en 
la psoriasis (152,156,172). 
Con el objetivo construir una quimioteca focalizada para 
IL-17A/IL-17RA se desarrolló un cribado virtual, con la 
colaboración con el Dr. Christian Munteanu. Para ello se empleó la 
quimioteca del grupo BioFarma, que posee un grado de diversidad 
estructural y biológica propicio para identificar moléculas novedosas. 
Esto se debe a que las 60 000 moléculas que forman parte de esta 
quimioteca se seleccionaron de forma racional para cumplir los 
estándares de las iniciativas de redes de cribado amplias, como las 
plataformas de cribado de alta capacidad de EU-OPENSCREEN (181). 
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Así, para realizar el cribado virtual para las dianas 
IL-17A/IL-17RA se empleó una técnica de docking de uso muy 
extendido, AutoDock, que permite predecir la unión ligandos a la 
estructura proteica, la diana (182). Con este tipo de herramientas se 
pueden ordenan las moléculas según su puntuación, esto es, según la 
afinidad de su unión a la proteína diana (155). 
Pese a que se trata de una herramienta muy útil por su balance 
coste/eficacia, especialmente como procedimiento inicial para la 
identificación de hits, el docking no está exento de limitaciones. Entre 
ellas se encuentran la simplificación de la interacción al no tener en 
cuenta las moléculas de agua; o la falta de dinamismo de la 
estructura proteica, que se considera rígida, frente a la del ligando, 
cuya flexibilidad sí se incluye en el proceso de docking. Además, en el 
caso concreto de las interacciones proteína-proteína, encontrar 
moléculas que se acoplen a estas superficies es más difícil que en el 
caso de cavidades enzimáticas o en los lugares de unión conocidos 
para ligandos endógenos (155,225). 
El estudio de docking de este trabajo permitió construir una 
quimioteca focalizada de 67 compuestos. Una vez identificados como 
potenciales ligandos de la interacción entre IL-17A e IL-17RA, se 
cribaron los mejores candidatos y se caracterizó la unión de estas 
moléculas al receptor IL-17RA mediante dos ensayos biofísicos 
label-free: redistribución dinámica de masas (DMR) y resonancia de 
plasmones superficiales (SPR). 
La principal ventaja de este tipo de ensayos biofísicos label-free 
es que no es necesario marcar ningún componente del ensayo, de 
modo que se evitan interferencias y se facilita el proceso de 
desarrollo de ensayo (155,184,226,227). En los ensayos biofísicos, las 
dianas pueden estudiarse en su estado nativo y de forma no invasiva. 
De forma general, se inmoviliza uno de los componentes de la unión 
y se cuantifica a tiempo real la respuesta biológica cuando se añade 
el segundo. Es el biosensor el que transforma dicha respuesta 
biológica en una señal medible (184,227). La SPR es la técnica de 




DMR. Esta tecnología presenta una limitación referida a la 
incertidumbre que puede generar la interpretación de los datos. Por 
ello, debe complementarse con otras técnicas para caracterizar y 
validar adecuadamente las moléculas activas que se obtienen a partir 
de este ensayo (155,184,226,227). 
En este trabajo de tesis doctoral, concretamente para el caso del 
ensayo DMR, esta técnica se empleó en el formato de ensayo 
bioquímico, donde se utilizan proteínas y sus ligandos en solución. 
Frente al formato celular, en el cual se inmovilizan células vivas al 
biosensor, las señales detectadas por la unión de moléculas pequeñas 
son más fáciles de interpretar, aunque de menor magnitud. El 
mencionado formato bioquímico ha demostrado recientemente su 
utilidad para definir las características de unión de péptidos 
biológicamente activos a proteínas de interés biomédico como la 
proteína de señalización Crk-like y la chaperona HSPA8 (228,229). Se 
trata de dos de los pocos ejemplos de aplicación de DMR basado en 
proteínas al proceso de descubrimiento de fármacos. 
Para desarrollar el ensayo de DMR se evaluaron los parámetros 
clave para que la unión ligandos-proteína resultara cuantitativa: 
inmovilización, pH y respuesta de unión a IL-17A. En primer lugar, 
se inmovilizó el dominio extracelular del receptor IL-17RA. Se 
optimizó el pH del tampón de inmovilización de modo que 
permitiese que esta fuera la mejor posible, sin desnaturalizar la 
proteína. Para ello, se tuvo en cuenta el punto isoeléctrico teórico del 
dominio extracelular de IL-17RA. Normalmente, un tampón de 
inmovilización con un pH de una o dos unidades por debajo del 
punto isoeléctrico de la proteína asegura que los grupos carboxilo de 
la placa EnSpire-LFB® cargados negativamente capturen la proteína 
adecuadamente (184). Además, el tampón de inmovilización debe 
tener poca fuerza iónica y no puede contener aminas primarias que 
interfieran con el proceso de inmovilización (como Tris) (184). 
Debido a esto, se empleó un tampón acetato de sodio 20 mM. 
Una vez inmovilizado el receptor se confirmó la unión de su 
ligando endógeno, IL-17A, que siguió una respuesta dependiente de 
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la concentración. Esto es indicativo, además, de una eficacia de 
inmovilización de IL-17RA adecuada, ya que permite generar una 
respuesta de unión al añadir distintas concentraciones de IL-17A. La 
constante de disociación (KD) obtenida para la unión de IL-17A a 
IL-17RA ECD fue de 0,91 ± 0,21 µM a los 60 minutos. Estos valores 
son de un rango muy superior a los descritos por la bibliografía, en 
los que se describe una KD entre 0,7 y 3,7 nM para la unión de la 
citoquina al receptor (22,23,230). La diferencia observada podría 
deberse principalmente a que la proteína IL-17A se ha obtenido 
mediante un preparado interno, y podría no poseer los requisitos de 
pureza y conformacionales comerciales, por lo que su concentración 
estimada es probablemente inexacta. Por otro lado, los valores 
descritos en la literatura científica se han obtenido a partir de 
ensayos con la tecnología de SPR, y no mediante redistribución 
dinámica de masas, lo que puede suponer un pequeño grado de 
variabilidad. 
Pese a que el uso de la proteína IL-17A podría no ser un control 
positivo ideal, dado que el objetivo del estudio es identificar 
moléculas pequeñas, puede considerarse un control positivo robusto 
para esta tecnología. La cuantificación de su unión a IL-17RA con 
una respuesta dependiente de la concentración permitió asegurar 
que el ensayo de DMR desarrollado es eficiente para identificar 
ligandos. 
De esta manera, los 67 compuestos de la quimioteca focalizada 
obtenidos tras el estudio de docking se priorizaron en el ensayo de 
DMR desarrollado con anterioridad. Para este ensayo se estudiaron 
una serie de parámetros estadísticos que pueden ayudar a determinar 
la idoneidad de un cribado de alto rendimiento pese a que, en este 
caso, solamente se ha llevado a cabo un cribado de 67 compuestos. 
Un ensayo ideal tendría unas tasas bajas tanto de falsos positivos 
como de falsos negativos (189,190). 
El factor Z’ es el parámetro más indicativo de la calidad de un 
ensayo de cribado. En nuestro ensayo de DMR para IL-17RA, su valor 




aceptable. Pese a que un ensayo excelente tendría un valor de Z’ 
entre 0,5 y 1, uno aceptable se encontraría con un Z’ entre 0 y 0,5 
(188,189). En cualquier caso, es necesario tener en cuenta que no es 
preciso establecer un criterio estricto en este experimento de DMR, 
dado que no es un cribado de un gran número de moléculas, sino que 
se ha utilizado una quimioteca focalizada para la interacción entre 
IL-17A e IL-17RA. 
Los coeficientes de variación (CV) de IL-17A (control positivo) 
(19,2 %) y del tampón de ensayo (control negativo) (19,8 %) se 
acercaron al límite de la variabilidad aceptable, que debe ser menor o 
igual al 20 % (189,191). Sin embargo, se consideraron admisibles tras 
evaluar la relación entre la señal específica y la señal de fondo, es 
decir, la ventana del ensayo. Con respecto a dicha ventana, la señal 
de IL-17A en relación al tampón de ensayo fue 5 veces superior, lo 
cual se considera un muy buen ratio. 
Por lo tanto, la puesta a punto del ensayo de redistribución 
dinámica de masas fue adecuada para identificar ligandos del 
dominio extracelular de IL-17RA. 
Una vez optimizado el ensayo de DMR del presente trabajo se 
instauró un criterio para decidir qué compuestos deberían ser hits. 
Así pues, se estableció un umbral en la media de los valores de los 67 
compuestos a los que se sumaron dos desviaciones estándar de esta 
media. La decisión convencional es asegurar un porcentaje bajo de 
falsos positivos, lo que se consigue al establecer un corte en las tres 
desviaciones estándar de la media de las muestras. Pese a ello, en 
este caso se decidieron emplear dos desviaciones estándar, dado que 
existe una preselección de compuestos (son solamente 67), los cuales 
se considerarían positivos (es decir, ligandos de IL-17RA) con mayor 
probabilidad que si se realizase una campaña de cribado de miles de 
compuestos. Por lo tanto, el incremento del riesgo de encontrar 
falsos positivos se consideró aceptable y, al mismo tiempo, 
disminuyó la posibilidad de obtener falsos negativos. Con este 
umbral de dos desviaciones estándar sumadas a la media de los 67 
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compuestos, se pudieron seleccionar dos hits: CBG040591 y 
CBG060392. 
Tras realizar el ensayo de DMR se observó que 28 compuestos de 
los 67 seleccionados en la quimioteca focalizada (el 41,8 % del total 
de moléculas) superó el 25 % de unión con respecto a la de IL-17A, y 
solamente dos superaron el 50 %. 
Así pues, tras el desarrollo del ensayo de redistribución dinámica 
de masas para el dominio extracelular de IL-17RA y del cribado de 67 
de la quimioteca focalizada, se identificaron dos hits. CBG040591 y 
CBG060392 se caracterizaron mediante curvas de concentración-
respuesta en el mismo ensayo de DMR para IL-17RA ECD que el 
desarrollado para el cribado. Tanto CBG040591 como CBG060392 
mostraron cierto grado de unión inespecífica a concentraciones 
micromolares altas, lo que implica que sus constantes de disociación 
(KD) podrían estar determinadas con un cierto grado inexactitud en 
este ensayo. 
De forma análoga al desarrollo de un método de redistribución 
dinámica de masas para la identificación de ligandos de IL-17RA 
ECD, se utilizó un ensayo de SPR con condiciones equivalentes a las 
del DMR. Así pues, la inmovilización del receptor se produjo también 
mediante acoplamiento de grupos amino, y se utilizó un tampón de 
inmovilización equivalente: acetato de socio 10 mM a un pH de 5,5. 
De manera similar al ensayo de DMR, con la técnica de SPR también 
se registró la unión de los compuestos CBG040591 y CBG060392 a 
IL-17RA ECD a tiempo real, cuya cinética de unión se representa 
mediante sensorgramas. 
Así, se pudo evaluar la afinidad de la unión de CBG040591 y 
CBG060392 al receptor y, de forma consistente con la técnica de 
DMR, en ambos compuestos se observó una unión específica, junto 
con una inespecífica a concentraciones altas de compuesto. La 
afinidad estimada de la unión de ambas moléculas a IL-17RA fue 
equivalente a la obtenida con el ensayo de DMR, con unas KD de 
34,6 µM (SPR) frente a 40,4 µM (DMR) para CBG040591; y unas KD de 




manera, tanto CBG040591 como CBG060392 se identificaron y 
confirmaron como ligandos de baja potencia del dominio extracelular 
de IL-17RA. 
Ambas moléculas poseen estructuras que no han sido descritas 
previamente como biológicamente activas. Sus esqueletos químicos 
son el de una quinazolinona y una pirrolidina-2,5-diona, 
respectivamente. Estas estructuras son significativas desde el punto 
de vista biológico y farmacológico, ya que un número importante de 
fármacos sintéticos tienen heterociclos similares. Es el caso de los 
inhibidores de proteína quinasas, cuya estructura química mínima 
está compuesto por una quinazolina (como gefitinib, lapatinib, 
erlotinib y afatinib); y de los anticonvulsivantes, que contienen una 
pirrolidina (levetiracetam, brivaracetam, etosuximida y 
metosuximida). 
Pese a que CBG040591 y CBG060392 no comparten el mismo 
núcleo de la estructura química, en el modelo de docking de este 
trabajo se ha demostrado que interaccionan en las mismas áreas del 
complejo proteico IL-17A/IL-17RA. Ambas moléculas comparten un 
anillo aromático común, que presenta dos (CBG060392) y tres 
(CBG040591) grupos hidroxilo. De hecho, ambos anillos fenólicos 
están orientados hacia los aminoácidos arginina 101, glicina 140, 
isoleucina 137 y prolina 136. Por lo tanto, las interacciones 
polifenólicas pueden basarse en la formación de puentes de 
hidrógeno fuertes. En el caso de CBG060392 se pueden formar 
puentes de hidrógeno con la lisina 135, que contiene un grupo amida 
en su esqueleto, y con uno de los grupos carbonilo de la pirrolidina-
2,5-diona. Por otro lado, el esqueleto de CBG040591 es más rígido 
químicamente que CBG060392: el biciclo de la quinazolinona es un 
anillo doble y plano de un sistema conjugado, mientras que 
CBG060392 contiene fragmentos químicos conectados mediante 
puentes rotativos. Esto puede explicar una ligera mejora en su 
adaptabilidad al bolsillo de unión, así como una ligera mejor afinidad 
por el complejo IL-17A/IL-17RA. 
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La interacción entre IL-17A e IL-17RA involucra a epítopos con 
estructuras terciarias, lo que dificulta su interacción con ligandos de 
bajo peso molecular (23,170). No obstante, como en todas las 
interacciones proteína-proteína, existen unas subregiones de dicha 
amplia superficie de unión más involucradas en la misma. En el caso 
de IL-17A destacan especialmente dos. La primera de ellas (región I), 
situada en el extremo N-terminal de la proteína, es una zona flexible, 
una hélice alfa que involucra especialmente a los residuos 60-62, 99, 
101 y 110. Entre los 10 aminoácidos de IL-17A/IL-17RA que 
comparten CBG040591 y CBG060392 en la interacción con el 
complejo proteico, se encuentra la arginina 101, uno de los hotspots 
de IL-17A. También la prolina 59, que junto con la arginina 101, 
interacciona con el péptido lineal anti-IL-17A descrito por S. Liu et 
al. (2016). 
De esta manera, el área de unión para CBG040591 y CBG060392 
está circunscrita específicamente a la interacción de uno de los 
monómeros de IL-17A y al dominio extracelular de IL-17RA, lo que 
indica que ambos ligandos pueden ser capaces de alterar esta 
interacción proteína-proteína. De hecho, las interacciones en los 
puentes de hidrógeno y en los 10 aminoácidos son comunes a la 
unión de ambas moléculas al complejo. Así, se podrían considerar 
aminoácidos clave para las interacciones ligando-proteína y, en 
consecuencia, dianas para el diseño racional y la optimización de 
moléculas dirigidas al bloqueo de esta vía de señalización con una 
finalidad terapéutica. 
Algunas de las limitaciones para el potencial desarrollo de 
CBG040591 y CBG060392 como futuros fármacos están relacionadas 
con su estructura y su actividad respecto a su unión al complejo 
IL-17A/IL-17RA. Tras el descubrimiento de hits, estos suelen 
optimizarse en cuanto a su potencia, su selectividad y sus 
propiedades físico-químicas, de modo que se consiga una buena 
biodisponibilidad. Se tiene en cuenta, asimismo, su potencial 
toxicidad. Así, una alta potencia in vitro se relaciona con una 




por lo que se reduce la probabilidad de que aparezca una respuesta 
tóxica inesperada (159,231). En este sentido, CBG040591 y 
CBG060392 presentan una potencia baja, que podría limitar su 
selectividad y toxicidad, ya que tendrían que emplearse dosis 
elevadas in vivo para alcanzar su actividad farmacológica. 
Asimismo, ambas moléculas poseen una estructura heterocíclica 
que incluye fenoles, los cuales pueden condicionar su toxicidad in 
vivo así como su biodisponibilidad debido a sus propiedades físico-
químicas. La presencia de fenoles en la estructura química de 
moléculas pequeñas se considera una alerta biológica. Esto se debe a 
que frecuentemente se asocian a la aparición de reacciones adversas 
a medicamentos, dado que los fenoles pueden evolucionar a 
quinonas, de alta reactividad (232,233). Sin embargo, en ocasiones 
no puede evitarse la presencia de fenoles puesto que son 
componentes básicos y frecuentes en las estructuras químicas, 
proporcionan actividad farmacológica y, de hecho, distintos fármacos 
con estructura fenólica utilizados actualmente son seguros para su 
uso en humanos (234). 
Pese a estas limitaciones y dada la falta de moléculas de bajo 
peso molecular que antagonicen a la IL-17A o a su receptor, los 
ligandos CBG040591 y CBG060392 pueden considerarse un buen 
punto de partida químico para su optimización como herramientas 
farmacológicas que modulen el par IL-17A/IL-17RA en tejidos diana 
de la IL-17. 
Debido a ello, se estableció como objetivo caracterizar la eficacia 
de los ligandos de IL-17A/IL-17RA, evaluando la capacidad de 
CBG040591 y de CBG060392 para neutralizar la actividad 
proinflamatoria de IL-17A en un contexto celular. Para ello se 
empleó la tecnología Luminex®, que permite cuantificar múltiples 
quimioquinas en una única muestra, utilizando el sobrenadante del 
cultivo celular tratado con IL-17A en presencia o no de los ligandos. 
La determinación de quimioquinas liberadas al medio 
extracelular es un método adecuado para cuantificar la respuesta 
inflamatoria producida por IL-17A en sus células diana. La IL-17A 
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induce la liberación de citoquinas, MMPs, AMPs y quimioquinas que 
permiten amplificar y mantener la repuesta inflamatoria, lo que 
ocurre tanto en un estado fisiológico en respuesta a patógenos 
extracelulares como en estados patológicos en los que se encuentre 
sobreactivada la vía de IL-17. Así, se liberan quimioquinas como 
CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL5, CCL2, CCL7 o CCL20, que 




Figura 55. Esquema gráfico de los ensayos celulares de liberación de quimioquinas 
en respuesta a la vía inflamatoria IL-17A. Imagen realizada por la autora. 
 
Para cuantificar la respuesta inflamatoria de la IL-17 en sus 
células diana se puso a punto un ensayo de liberación de CXCL1 en la 
línea celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29 (figura 55). Estas 
células expresan de forma constitutiva el receptor de IL-17A y se han 
utilizado de forma generalizada en el estudio de la eficacia 
herramientas farmacológicas que neutralizan esta citoquina en un 
contexto celular (178,235). Así, en el caso de la caracterización de 




psoriasis, se cuantificó su capacidad de neutralizar la producción de 
CXCL1 producida por la IL-17A en las células HT-29 (198). De forma 
análoga, estas células se han utilizado para identificar y caracterizar 
péptidos que se unen a los hotspots de IL-17A y ejercen un efecto 
farmacológico sobre la proteína (170). 
Así pues, las células HT-29 se estimularon con concentraciones 
crecientes de IL-17A y se produjo la liberación de CXCL1 al 
sobrenadante del cultivo celular. La cantidad de CXCL1 liberada fue 
dependiente de la concentración de IL-17A empleada. Con el 
objetivo de validar esta respuesta se utilizó y confirmó el péptido 
anti-IL-17A IHVTIPADLWDWINK como inhibidor de esta citoquina 
en las células tumorales de colon, de forma similar a lo que se había 
descrito previamente (172). El péptido bloqueó de forma potente y 
completa la unión de IL-17A a su receptor en las células HT-29, con 
una IC50 de 206,1 nM para la liberación de CXCL1. 
Así, este péptido anti-IL-17A se empleó como control para la 
medida de la eficacia de CBG040591 y CBG060392 en la inhibición de 
IL-17A. Ambas moléculas bloquearon parcialmente la liberación de 
CXCL1 producida por IL-17A, con una IC50 de 15,1 y 17,9 µM para 
CBG040591 y para CBG060392, respectivamente. Esto indica que 
ambos ligandos de IL-17RA bloquearon la respuesta inflamatoria de 
IL-17 en las células tumorales de cáncer colorrectal con una potencia 
en torno a cien veces menor que la del péptido empleado como 
control. Pese a esta potencia reducida, dichas estructuras químicas se 
consideran unos buenos puntos de partida para un programa de 
descubrimiento temprano de fármacos, frente a la mejor potencia del 
péptido, que debe su ventaja a su tamaño y a su diseño para la 
alteración de una diana proteína-proteína. 
Para continuar con la evaluación de la eficacia de estas 
moléculas de bajo peso molecular como inhibidores de la actividad 
proinflamatoria de IL-17A en un contexto relevante para la psoriasis, 
se puso a punto un ensayo de liberación de CCL20 e IL-8 en 
queratinocitos humanos. Se utilizó la línea celular HaCaT, una línea 
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de queratinocitos espontánea que expresa constitutivamente el 
receptor de IL-17A (figura 55) (206). 
Además, esta línea celular de piel presenta las características 
morfológicas propias de los queratinocitos humanos, así como la 
presencia de citoqueratinas. Mediante técnicas de microscopía de 
alto contenido se observó la presencia de citoqueratina-17 en las 
células HaCaT, la cual es un marcador de hiperproliferación de los 
queratinocitos, indetectable en la piel normal. No obstante, esta 
citoqueratina se sobreexpresa en estados hiperproliferativos como 
los que se detectan en las lesiones de psoriasis. Por lo tanto, puede 
considerarse como uno de los marcadores clave de esta patología, ya 
que se correlaciona directamente con la gravedad de las 
manifestaciones clínicas (236–239). 
La relación entre la sobreexpresión de la queratina-17 y la 
IL-17A implicaría que esta citoquina puede aumentar su expresión de 
forma dosis-dependiente en las células HaCaT (240). Asimismo, se ha 
visto que la IL-22 también puede inducir la queratina-17 (241,242). 
Pese a ello, en este trabajo y con un tratamiento con IL-17A durante 
24 horas no se observó un incremento de la cantidad de 
citoqueratina-17 en los queratinocitos HaCaT. No obstante, sí que 
pueden existir cambios que conduzcan a un aumento de la expresión 
de esta queratina. Esto puede deberse a que el tiempo de estímulo no 
haya sido suficiente para observar dichos cambios. También se ha 
visto que la línea celular HaCaT podría no ser la más adecuada para 
reproducir una epidermis humana en toda su complejidad (243). Un 
sistema más complejo en el que se tenga en cuenta el tejido diana y 
la interacción con el sistema inmunitario sería una metodología 
facilitadora para desarrollar modelos traslacionales. Estos podrían 
aplicarse a proyectos de descubrimiento de fármacos para 
enfermedades autoinmunes. 
En cualquier caso, los queratinocitos forman parte de un modelo 
experimental de uno de los órganos diana de IL-17, la piel y, por 
consiguiente, permiten caracterizar la actividad inhibidora de los 




dermatológicas como la psoriasis (204,211,244). Los queratinocitos 
se ven afectados por la presencia excesiva de IL-17A en la psoriasis, 
una enfermedad autoimmune caracterizada por la presencia de 
inflamación crónica. El papel central de la IL-17A en esta patología 
se ha confirmado de forma clara con el desarrollo clínico y la 
utilización de los anticuerpos terapéuticos anti-IL-17A, cuya eficacia 
clínica está ampliamente demostrada (14,92,96,98,245). 
Las células HaCaT se estimularon con IL-17A en presencia de 
TNFα. El uso de TNFα, y no solo de IL-17A, se justifica debido al 
hecho de que este sinergiza con IL-17A para producir una respuesta 
inflamatoria cuantificable en los queratinocitos (246–248). Cada una 
de estas citoquinas empleadas de forma independiente también 
producen una respuesta, sin embargo, juntas intensifican la 
liberación de citoquinas inflamatorias, dado que su combinación es 
sinérgica (208,248,249). 
Esta liberación sinérgica de citoquinas inflamatorias es 
especialmente relevante en la patogénesis de la psoriasis (208,250). 
Así, las células dendríticas de la piel se activan y secretan IL-23 e 
IL-12, que estimulan a los linfocitos correspondientes: Th17 y Tc17, 
y Th1 (85,91). Estas células T activadas mantienen la inflamación con 
la producción de IL-17, IL-22, TNFα e IL-26, que contribuyen a la 
aparición de las manifestaciones de la psoriasis en la piel. Los 
queratinocitos activados por estas citoquinas responden liberando 
quimioquinas y determinados péptidos antimicrobianos (85,93–96). 
Por lo tanto, los queratinocitos humanos tratados con las 
citoquinas producidas por los linfocitos Th17 incrementan la 
expresión de quimioquinas y citoquinas proinflamatorias 
relacionadas con la psoriasis (206). Así pues, las células HaCaT 
estimuladas con IL-17A en presencia de TNFα liberaron CCL20 e IL-8 
en respuesta a estos estímulos proinflamatorios (246–248). Las 
concentraciones de CCL20 e IL-8 observadas en el medio de cultivo 
fueron proporcionales a las utilizadas como estímulo. Asimismo, 
pudieron observarse las diferencias en la cantidad de CCL20 o IL-8 
liberada en respuesta a IL-17A (100 ng/ml), IL-17A (100 ng/ml) en 
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presencia de TNFα (10 ng/ml) o TNFα solo (10 ng/ml). De esta 
manera, se observaron diferencias significativas con la utilización 
conjunta de IL-17A y TNFα, que produjeron un incremento de la 
liberación de citoquinas superior a estas empleadas por separado, en 
línea, por lo tanto, con lo descrito en la literatura científica. 
Estos datos permitieron validar el modelo de queratinocitos 
humanos para el estudio de la presente tesis doctoral, de forma que 
se pudieran evaluar herramientas farmacológicas que inhiban la 
IL-17A, con una respuesta trasladable a la que se produciría en la 
psoriasis. En este sentido, se utilizó el mismo péptido anti-IL-17A 
que en el ensayo de liberación de CXCL1 en las células HT-29. Dicho 
péptido bloqueó de forma potente y total la actividad 
proinflamatoria de IL-17A acompañada de TNFα en los 
queratinocitos, con una IC50 para la liberación de CCL20 e IL-8 en el 
rango nanomolar alto (IC50 de 378 nM y 736 nM, respectivamente). 
Estos datos son consistentes con lo que se había descrito 
previamente en queratinocitos primarios humanos, donde el péptido 
anti-IL-17A también inhibe la liberación de CCL20 e IL-8 con unas 
IC50 dentro de este rango nanomolar (172). Así pues, el péptido anti-
IL-17A se utilizó como control para evaluar la eficacia de los ligandos 
CBG040591 y CBG060392. 
En este modelo de queratinocitos, ambas moléculas bloquearon 
parcialmente la liberación de CCL20 e IL-8 producidas por la 
estimulación con IL-17A en presencia de TNFα, con unas IC50 de 20,9 
y 23,6 µM para CCL20, y de 26,7 y 45,3 µM para IL-8. Concretamente, 
CBG060392 y CBG040591 redujeron la respuesta máxima de IL-17A y 
TNFα en un 75 % para la liberación de CCL20. En el caso de la IL-8, 
CBG060392 también redujo la respuesta máxima de IL-17A y TNFα 
en un 75 %, mientras que CBG040591 solo lo hizo en un 50 %. 
Este efecto inhibidor, de igual modo que ocurría en las células 
tumorales de colon con la liberación de CXCL1, puede explicarse por 
la afinidad de CBG040591 y CBG060392 para la interacción entre 
IL-17A y el dominio extracelular de IL-17RA, tal y como se describió 




ligandos parecen bloquear dicha interacción proteína-proteína y, 
además, reducen la liberación de quimioquinas inflamatorias 
mediada por IL-17A en presencia de TNFα en los queratinocitos 
humanos. 
Para evaluar si la respuesta inhibidora de CBG040591 y 
CBG060392 es específica de la liberación de quimioquinas mediada 
por IL-17A, los queratinocitos se estimularon con TNFα en ausencia 
de IL-17A. CBG040591 inhibió la liberación de IL-8 y CCL20 a 
concentraciones altas, indicando que puede ser un inhibidor no 
selectivo de la interacción entre IL-17A y su receptor. Sin embargo, 
CBG060392 no inhibe la liberación de IL-8 ni de CCL20 inducidas por 
TNFα y puede definirse como específico para la inhibición de la 
unión ligando-receptor de IL-17A. Esta diferencia entre ambas 
moléculas podría explicarse por la diferencia en sus estructuras 
químicas (quinazolinona y pirrolidina-2,5-diona, respectivamente). 
Esto podría investigarse mediante estudios de relación estructura-
actividad, en los que se evaluarían una serie de derivados sintéticos 
mediante metodologías biofísicas y basadas en células desarrolladas 
en este trabajo de tesis doctoral. 
Hasta aquí hemos demostrado que CBG040591 y CBG060392 
alteraron la interacción IL-17A/IL-17RA y produjeron una inhibición 
directa sobre el efecto proinflamatorio de esta citoquina sobre la 
liberación de quimioquinas en las células diana de la IL-17A. Tanto 
en células tumorales de colon como en queratinocitos humanos se 
observó un bloqueo parcial de la liberación de CXCL1, CCL20 e IL-8, 
causado por la presencia de CBG040591 y CBG060392. 
Debido a esto, decidimos evaluar si CBG040591 y CBG060392 
alteran la expresión de CCL20 y CXCL8 inducida por IL-17A en 
presencia de TNFα en queratinocitos humanos. Se utilizó el modelo 
de HaCaT por ser el más representativo y cercano a la psoriasis, cuya 
desregulación inmunitaria lleva a la presencia excesiva de citoquinas 
proinflamatorias como IL-17A y TNFα (211). 
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Para ello, se empleó la técnica de RT-qPCR, que permite 
cuantificar la expresión relativa de genes de interés en numerosos 
contextos de diagnóstico clínico y de investigación. En nuestro 
protocolo se usó como gen de referencia 36B4, un gen que codifica 
una fosfoproteína ribosomal muy conservada en los órganos, tejidos 
y en distintas especies (217). 
De manera análoga a la sinergia de IL-17A y de TNFα en la 
liberación de mediadores inflamatorios, la expresión de los genes 
diana de IL-17A es el resultado de la capacidad de la citoquina 
IL-17A para estabilizar los transcritos de ARNm inducidos por TNFα, 
que son inestables de forma intrínseca. Esta inestabilidad intrínseca 
es un mecanismo fisiológico que permite evitar el daño tisular 
derivado de la expresión de genes inflamatorios tras la desaparición 
de la inflamación (8,60,251). 
Por lo tanto, los queratinocitos humanos HaCaT se estimularon 
con IL-17A, TNFα o IL-17A en presencia de TNFα. La respuesta en la 
expresión de las quimioquinas CCL20 y CXCL8, mediadoras de la 
respuesta inflamatoria en los tejidos diana, fue consistente con los 
datos obtenidos en los experimentos de liberación de citoquinas, de 
forma que se observó una respuesta sinérgica con la utilización 
conjunta ambas citoquinas, especialmente marcada en el caso de 
CCL20. Con el objetivo de comparar este ensayo de expresión con los 
datos de liberación de citoquinas, se empleó el mismo péptido anti-
IL-17A como referencia de respuesta farmacológica inhibitoria. 
Dicho péptido redujo de forma significativa la transcripción 
proinflamatoria en los queratinocitos, de forma análoga a la 
reducción de la liberación de estas quimioquinas en respuesta al 
estímulo inflamatorio de IL-17A y TNFα. 
La interrupción de la interacción IL-17A/IL-17RA producida por 
CBG040591 y CBG060392 se tradujo en una expresión reducida de 
CCL20 y CXCL8, que se correlacionó con los datos de liberación de 
quimioquinas obtenidos. Sin embargo, solamente CBG060392 mostró 
una inhibición significativa de la expresión de CCL20 y CXCL8 en los 




inhibitoria de CBG060392 indica que este ligando bloqueó la 




Figura 56. Efecto del ligando CBG060392 sobre la expresión de CXCL8 determinado 
mediante RT-qPCR. Se muestran los ciclos de la RT-qPCR y los valores de 
fluorescencia correspondientes a cada muestra: IL-17A + TNFα; IL-17A + TNFα en 
presencia del péptido control; e IL-17A + TNFα en presencia del ligando 
CBG030692. 
 
Así pues, en este modelo la cuantificación de la expresión de 
CCL20 y CXCL8 es congruente con las observaciones de la liberación 
extracelular de quimioquinas en los queratinocitos humanos. Por lo 
tanto, la evaluación de la expresión génica podría utilizarse como 
criterio de valoración en estudios preliminares en el descubrimiento 
de nuevos ligandos para IL-17/IL-17R (252,253). 
Para continuar con la caracterización farmacológica de 
CBG040591 y CBG060392 como ligandos que alteran la unión 
proteína-proteína entre IL-17A y su receptor, se evaluó la actividad 
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antiinflamatoria de ambas moléculas en relación a su efecto sobre la 
vía de señalización canónica de NF-κΒ. Dicho complejo controla la 
transcripción del ADN, la producción de citoquinas y la supervivencia 
celular. Además, es una de las vías de señalización del receptor de 
IL-17, que recluta a Act1 a través de su dominio SEFIR. Act1 
ubiquitina TRAF6 que, a su vez, activa la vía de NF-κΒ (8). Pese a que 
IL-17A solo tiene un efecto leve en la activación de esta cascada, 
TNFα también la activa. La cooperación entre ambas citoquinas 
permite que IL-17A ejerza un efecto inflamatorio potente 
(8,249,253–255).  
Para medir la activación de esta cascada se determinó el efecto 
de CBG040591 y CBG060392 sobre las proteínas p65 (también 
denominada RelA) e IκΒα. La primera es uno de los factores de 
transcripción de la familia de NF-κΒ (256). IκΒα es uno de los 
miembros de la familia IκΒ que secuestran los factores de 
transcripción NF-κΒ en el citoplasma. Cuando IκΒα es fosforilada se 
activa para procesos de ubiquitinación y degradación, lo que 
posibilita la activación del complejo NF-κΒ, que se transloca 
finalmente al interior del núcleo y activa el proceso inflamatorio 






Figura 57. Vía de señalización intracelular de NF-κΒ activada en respuesta a 
citoquinas. Imagen modificada de Wikimedia Commons. 
 
Los niveles de expresión de NF-κΒ p65 e IκΒα fueron similares 
tanto para las células no estimuladas y estimuladas con IL-17A y 
TNFα. Lo mismo ocurre en presencia de CBG040591 y CBG060392. 
Esto es indicativo de la presencia de estas proteínas como parte 
constitutiva de las vías inflamatorias en las células HaCaT. Mediante 
la estimulación con IL-17A y TNFα durante 24 horas se observó un 
incremento en la fosforilación de NF-κΒ p65, que pareció no verse 
atenuada por la presencia de CBG040591 o CBG060392. Dicha 
estimulación también incrementó la presencia de IκΒα fosforilada, 
que tampoco se atenuó con la utilización de CBG040591. 
No obstante, CBG060392 inhibió la fosforilación de IκΒα en la 
serina 32, donde ocurre el evento de marcaje inicial para la 
degradación de esta proteína. Esta inhibición de IκΒα puede ser el 
resultado del bloqueo de la interacción entre IL-17A e IL-17RA por 
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acción de CBG060392 y, por lo tanto, de la vía de señalización 
canónica de NF-κΒ. Como vía central en la inflamación activada en 
respuesta a varios receptores de citoquinas, su desregulación se 
relaciona con distintas enfermedades inflamatorias, incluidas las 
autoinmunes (257). 
Al regular los factores de transcripción NF-κΒ, IκΒα controla las 
respuestas inmunitaria e inflamatoria, la activación y la función 
efectora de los linfocitos T inflamatorios, así como la división celular 
y la apoptosis. Estos eventos celulares se asocian con distintas 
patologías, especialmente aquellas que presentan un estado de 
inflamación crónica, que incluyen la artritis reumatoide, la 
aterosclerosis, la esclerosis múltiple, el asma o la enfermedad 
inflamatoria intestinal (257,258). 
Esta actividad antiinflamatoria parcial sobre IL-17A está 
alineada con la selectividad de CBG060392 observada previamente 
sobre el bloqueo de la expresión de los genes diana proinflamatorios 
de IL-17A, así como el consiguiente bloqueo de la liberación de 
quimioquinas asociadas a dicha interleuquina. Esto sugiere que este 
ligando podría ser un punto de partida prometedor para continuar un 
programa translacional de descubrimiento temprano de fármacos 
dirigidos a la interacción entre IL-17A e IL-17RA. 
La actividad antiinflamatoria de CBG040591 y CBG060392 se 
evaluó, asimismo, en relación a su actividad intracelular en otras vías 
de señalización del receptor de IL-17A relevantes para su eficacia 
terapéutica. El efecto de CBG040591 y CBG060392 sobre la 
expresión de C/EBPβ se analizó mediante RT-qPCR. La expresión de 
este factor de transcripción se ve incrementada por la activación de 
la señalización de la interleuquina 17A. De hecho, algunos de los 
genes diana de esta citoquina tienen que ser inducidos 
necesariamente por esta proteína o por C/EBPδ, sin la participación 
de la cascada de NF-κΒ (8,43).  
Además, C/EBPβ se fosforila como consecuencia de la 
señalización procedente de las vías de ERK1/2 and GSK3β, cuya 




desencadenada por la unión de IL-17A (35,42). Estas fosforilaciones 
podrían relacionar a C/EBPβ con una regulación negativa de IL-17A 
(43,259). 
La cooperación funcional entre IL-17A y TNFα en la inflamación 
está mediada, además de por otros mecanismos, por la activación de 
la familia de C/EBP (61). En los resultados de este trabajo se ha 
observado dicha cooperación con el uso conjunto de ambas 
citoquinas, que resultó en un incremento de la expresión de CEBPB. 
La interrupción de la interacción proteína-proteína IL-17A/IL-17RA 
por acción de los ligandos CBG040591 y CBG060392 produjo un 
descenso significativo en la expresión de CEBPB, evitando la 
transducción de la cascada del receptor de IL-17A. C/EBPβ regula la 
activación y la expresión de algunos genes diana de IL-17; así pues, 
esta actividad inhibitoria de CBG040591 y CBG060392 fue 
consistente con los resultados obtenidos en la expresión y liberación 
de quimioquinas. 
También se evaluó la actividad de CBG040591 y CBG060392 
sobre la expresión de Regnasa-1 (ZC3H12A). Esta es una proteína 
de la familia estructural de los dedos de zinc con actividad RNAsa y, 
en consecuencia, puede degradar directamente el ARNm de los genes 
diana de IL-17, inhibiendo la respuesta funcional de esta citoquina. 
Así pues, se trata de un mecanismo postranscripcional clave para la 
señalización proinflamatoria de IL-17, que puede resultar 
potencialmente destructiva en contextos de enfermedad (38). 
La expresión de Regnasa-1 está inducida por IL-17 a través de 
NF-κB. Además de esta inducción, los tránscritos de ZC3H12A son 
estabilizados a través de la proteína DEAD-box DDX3X. Dicha 
proteína forma un complejo con Act1 y promueve la estabilidad del 
ARNm de ZC3H12A (47,260). Esta inducción de la ZC3H12A mediada 
por IL-17 se observó en nuestro modelo de queratinocitos. 
Aunque CBG040591 pareció reducir la expresión de ZC3H12A, 
solo el ligando CBG060392 mostró una inhibición significativa de 
ZC3H12A en queratinocitos humanos. Esto implicaría que las 
estructuras basadas en pirrolidina-2,5-diona podrían estar 
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impidiendo la activación de la transducción del receptor de IL-17A de 
forma selectiva. En consecuencia, la regulación postranscripcional de 
IL-17A, esto es, la expresión de ZC3H12A también está 
significativamente reducida. 
En resumen, los resultados de esta tesis doctoral demuestran que 
los ligandos de bajo peso molecular identificados se unen al receptor 
IL-17RA y a la IL-17A y poseen un efecto inhibidor robusto en la 
producción de quimioquinas inflamatorias en queratinocitos 
humanos, por lo que podrían ser moduladores de la respuesta 








































Los resultados de esta tesis doctoral demuestran que la 
interacción entre IL-17A e IL-17RA puede ser modulada 
farmacológicamente por nuevos ligandos de bajo peso molecular 
identificados mediante la aplicación de un programa de 
descubrimiento temprano de fármacos. 
 
 
1. Se identificaron dos nuevos ligandos de bajo peso molecular 
para la interacción entre IL-17A e IL-17RA. 
1.1. Se generó una quimioteca focalizada de 67 ligandos de 
IL-17A/IL-17RA mediante un cribado virtual de su afinidad 
teórica por esta interacción. 
1.2. Dos de los ligandos priorizados (CBG040591 y CBG060392) 
tuvieron afinidad micromolar para la unión a la interacción 
IL-17A/IL-17RA. 
1.3. Los ligandos CBG040591 y CBG060392, con estructuras de 
quinazolinona y pirrolidinadiona, interaccionaron con 
residuos comunes de la interacción proteína-proteína entre 
IL-17A e IL-17RA. 
 
2. Se evaluó la eficacia antiinflamatoria de los ligandos 
CBG040591 y CBG060392 en respuesta a la estimulación con 
IL-17A. 
2.1. Los ligandos CBG040591 y CBG060392 inhibieron la 
liberación de CXCL1 en células tumorales de colon con una 
IC50 de 15,1 y 17,9 µM, respectivamente. 
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2.2. Los ligandos CBG040591 y CBG060392 inhibieron la 
liberación de CCL20 e IL-8 en queratinocitos humanos, con 
una IC50 de 20,9 y 23,6 µM para CCL20, y de 26,7 y 45,3 µM 
para IL-8. 
2.3. El ligando CBG060392 redujo significativamente la expresión 
de CCL20 y CXCL8 en queratinocitos humanos. 
 
3. CBG040591 y CBG060392 ejercieron un efecto inhibitorio 
sobre la señalización intracelular del receptor de IL-17A en 
queratinocitos humanos. 
3.1. El ligando CBG060392 inhibió parcialmente la señalización 
inflamatoria NF-κΒ en queratinocitos, a nivel de IκΒα. 
CBG040591 no produjo una inhibición significativa. 
3.2. Los ligandos CBG040591 y CBG060392 redujeron 
significativamente la expresión de C/EBPβ. 
3.3. El ligando CBG060392 inhibió la señalización 
postranscripcional de IL-17RA a nivel de Regnasa-1 de forma 
significativa. CBG040591 no produjo una inhibición 









The results of this doctoral thesis demonstrate that the 
interaction between IL-17A and IL-17RA may be pharmacologically 
modulated by novel small-molecule ligands identified by means of an 
early drug discovery program. 
 
 
1. Two novel small molecules for the interaction between IL-17A 
and IL-17RA were identified. 
1.1. A focused library of 67 IL 17A/IL-17RA ligands was generated 
by virtual screening in relation to their theoretical affinity for 
this interaction. 
1.2. Two of the prioritized ligands (CBG040591 and CBG060392) 
had micromolar affinity for the binding to the IL-17A/IL-17RA 
interaction. 
1.3. CBG040591 and CBG060392 ligands, with quinazolinone and 
pyrrolidinedione structures, interacted with common residues of 
the protein-protein interaction between IL-17A and IL-17RA. 
 
2. The antiinflammatory efficacy of CBG040591 and CBG060392 
ligands in response to stimulation with IL-17A was evaluated. 
2.1. CBG040591 and CBG060392 ligands inhibited CXCL1 release in 
colon cancer cells with an IC50 of 15.1 and 17.9 µM, respectively. 
2.2. CBG040591 and CBG060392 ligands inhibited CCL20 and IL-8 
release in colon cancer cells with an IC50 of 20,9 and 23.6 µM for 
CCL20, and 26,7 y 45,3 µM for IL-8. 
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2.3. CBG060392 ligand significantly reduced CCL20 and CXCL8 
expression in human keratinocytes. 
 
3. CBG040591 and CBG060392 had an inhibitory effect on the 
IL-17A receptor intracellular signalling in human keratinocytes. 
3.1. CBG060392 ligand partially inhibited the NF-κΒ inflammatory 
signalling in keratinocytes, at IκΒα. CBG040591 did not produce 
a significant inhibition. 
3.2. CBG040591 and CBG060392 ligands significantly reduced the 
expression of C/EBPβ. 
3.3. CBG060392 ligand significantly inhibited the IL-17RA post-
transcriptional signalling at Regnase-1. CBG040591 did not 
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